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RESUM DE LA TESI 

Aquesta tesi doctoral s’ha centrat en l’estudi de la relació entre diversos polimorfismes dels 

gens ANRIL i CARD8 i l’aparició d’episodis cardiovasculars en una població de pacients amb 

malaltia renal crònica constituïda per pacients en hemodiàlisi i receptors d’un trasplantament 

de ronyó. 

Per tal de poder estratificar correctament aquests pacients en funció del seu risc 

cardiovascular, la hipòtesi del treball ha estat que la informació relativa a la presència de 

certes variants genètiques relacionades amb l’arterioesclerosi s’ha d’afegir als factors de risc 

cardiovasculars clàssics.  

Concretament, el projecte de tesi s’ha dividit en dues parts: en una primera part l’objectiu ha 

estat estudiar el paper dels polimorfismes del gen ANRIL en el risc d’episodis cardiovasculars 

en pacients amb malaltia renal crònica terminal en hemodiàlisi. I a la segona part s’ha estudiat 

si el polimorfisme estadísticament més significatiu del primer estudi, continua exercint el seu 

paper promotor del risc cardiovascular una vegada els pacients han estat sotmesos a 

trasplantament renal. 

 

La tesi doctoral demostra que el polimorfisme rs10757278 està en desequilibri de lligament 

amb un conjunt de polimorfismes propers del gen ANRIL, i que està relacionat estadísticament 

amb l’aparició d’episodis cardiovasculars en pacients en hemodiàlisi. Concretament, els 

pacients homozigots per l’al·lel de risc (genotip GG) han mostrat un risc del doble 

aproximadament -HR: 2.15 (1.14-4.01), P=0.018- que els pacients portadors de l’al·lel 

protector A. A més a més, s’ha demostrat que aquest efecte es mantenia tot i ajustar per les 

variables de risc cardiovascular clàssiques, fins i tot la diabetis, amb la qual manté un efecte 

sinèrgic.  

Aquesta relació amb el risc cardiovascular s’ha confirmat també en la població de pacients 

trasplantats renals on el risc de patir un episodi cardiovascular pels pacients amb genotip GG 

augmenta 2.93 vegades (1.69-5.11), Paj<0.0001 respecte als portadors de l’al·lel A. 

Concretament, l’associació d’aquest polimorfisme amb el desenvolupament d’ictus isquèmic té 

un efecte més important -HR: 4.43 (1.81-10.85) Paj=0.001- que en el cas d’infart agut de 

miocardi -HR: 2.27 (1.10-4.67), Paj=0.026. 
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Per altra banda, el polimorfisme rs2043211 del gen CARD8 no mostra associacions 

significatives amb patir un episodi cardiovascular o amb mortalitat en pacients receptors d’un 

trasplantament de ronyó. Tot i així, quan es combina amb el polimorfisme rs10757278 del gen 

ANRIL, l’increment del risc cardiovascular dels homozigots combinats de l’al·lel de risc manté 

l’efecte que l’SNP d’ANRIL havia mostrat de forma independent, suggerint que CARD8 podria 

tenir algun paper en el mecanisme d’acció del polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL. 

 

Els resultats obtinguts en la present tesi doctoral demostren per primera vegada la relació de 

la variant genètica rs10757278 del gen ANRIL amb els episodis cardiovasculars, especialment 

pel que fa als ictus isquèmics, en pacients amb malaltia renal crònica: en hemodiàlisi i 

receptors d’un trasplantament de ronyó. Afegir l’estudi d’aquest polimorfisme a la pràctica 

clínica permetria estratificar millor els pacients amb alt risc cardiovascular i oferir-los un 

tractament d’alta intensitat que permetés disminuir la morbi-mortalitat per aquesta causa. 
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I. INTRODUCCIÓ 

1. MALALTIA RENAL CRÒNICA 

1.1. DEFINICIÓ I DIAGNÒSTIC 

La malaltia renal crònica (MRC) afecta un 10 % de la població mundial i constitueix un 

important problema de salut pública amb un increment progressiu del nombre de pacients 

candidats a tractament renal substitutiu (1). Segons l’últim Registre de Malalts Renals de 

Catalunya, la incidència de la MRC l’any 2015 es va incrementar, amb un total de 157 casos per 

milió de població (2). La MRC afecta per tant, a un percentatge important de la població i està 

relacionada principalment amb l’envelliment, la hipertensió arterial (HTA), la diabetis mellitus 

(DM) i la malaltia cardiovascular (MCV) (3). 

La darrera actualització de la Societat Internacional de Nefrologia KDIGO (Kidney Disease 

Improving Global Outcomes) de l’any 2012 (1), defineix la malaltia renal crònica com aquelles 

anormalitats estructurals o funcionals del ronyó presents durant més de 3 mesos i amb 

implicacions per a la salut (evidència d’un o més marcadors de dany renal i velocitat de filtració 

glomerular (VFG) renal < 60 mL/min). En el quadre que es mostra a continuació (Taula 1) es 

descriuen els marcadors que defineixen la MRC (KDIGO 2012): 

 Taula 1. Definició de malaltia renal crònica segons KDIGO. 

A la mateixa guia proposen la classificació dels diferents estadis d’insuficiència renal en funció 

únicament de la velocitat de filtració glomerular renal: 

 Estadi I: VFG ≥ 90 mL/min/1,73 m2 

 Estadi II: VFG entre 60 i 89 mL/min/1,73 m2 

Marcadors de dany 
renal (un o més) 

Albuminúria > 30 mg/24h; albúmina/creatinina > 30 mg/g 

Anormalitats del sediment urinari 

Anormalitats electrolítiques y altres degudes a desordres tubulars 

Anormalitats detectades per histologia 

Anormalitats estructurals detectades per imatge 

Història de trasplantament renal 

Disminució de la VFG VFG < 60 mL/min/1,73 m2 
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 Estadi III: VFG entre 30 i 59 mL/min/1,73 m2 

 Estadi IV: VFG entre 15 i 29 mL/min/1,73 m2 

 Estadi V: VFG < 15 mL/min/1,73 m2  

 

1.2. INSUFICIÈNCIA RENAL CRÒNICA TERMINAL 

A mesura que evoluciona la MRC, la capacitat de funcionament dels ronyons va minvant 

afectant a l'aclariment de creatinina i altres variables relacionades com els percentatges 

d'eliminació de creatinina i urea en sang (Kt/V), entre d'altres. Arriba un punt on el sistema 

renal ja no pot realitzar cap de les seves funcions i cal optar per les teràpies substitutives.   

La manifestació més avançada de la MRC, la insuficiència renal crònica terminal o en estadi V, i 

la posterior necessitat de tractament renal substitutiu mitjançant diàlisi (peritoneal o 

hemodiàlisi) o trasplantament renal (TR) presenten també una incidència i una prevalença 

creixents durant les últimes dècades. A Catalunya, dels 630.000 catalans que pateixen MRC, 

9.600 estan en tractament renal substitutiu, els quals equivalen a una prevalença de 1.360 

pacients per cada milió de població. La incidència és de 164 per cada milió d’habitants (4).  Pel 

que fa als TR, a Catalunya, l’any 2016, es van fer 708 trasplantaments renals que representen 

una taxa de 94.1 per milió de població (5). 

- Diàlisi peritoneal (DP) 

La diàlisi peritoneal és una tècnica que permet depurar líquids i electròlits en els pacients que 

pateixen insuficiència renal. En la DP, el peritoneu actua com a membrana semipermeable que 

separa, per una part, la sang dels capil·lars mesentèrics i, per l’altra, un líquid de 

característiques predeterminades que es renova periòdicament. Els mecanismes de transport 

mitjançant difusió i ultrafiltració actuen a través de la membra peritoneal per extreure soluts 

urèmics i aigua, per tal d’aconseguir un equilibri àcid-base i electrolític. És una forma senzilla 

de practicar diàlisi domiciliària. La principal complicació és la peritonitis (6). 

- Hemodiàlisi (HD) 

L’hemodiàlisi és una tècnica de depuració extra corpòria en la qual es posa en contacte, a 

través d’una membrana semipermeable, la sang amb un líquid de diàlisi de característiques 

predeterminades. Supleix les funcions d’excreció de soluts, eliminació de líquid retingut i 

regulació de l’equilibri àcid-base i electrolític. L’acció té lloc gràcies a un mecanisme de difusió 
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o transport per conducció i a la ultrafiltració o transport per convecció. L’hemodiàlisi 

s’acostuma a practicar 3 vegades per setmana durant 3-5 hores per sessió, depenent de la 

funció renal residual, la superfície corporal, la tècnica d’hemodiàlisi i els trastorns associats que 

presenti el pacient. Les complicacions descrites inclouen la hipotensió, les rampes, la síndrome 

de desequilibri de diàlisi, les arítmies cardíaques i el dolor anginós, la reacció per pirògens, 

l’embòlia gasosa i el síndrome del primer ús, entre d’altres (6). 

Els accessos per a realitzar les diferents teràpies són: 

 Catèter de diàlisi peritoneal: És un catèter permanent que s’introdueix mitjançant una 

intervenció quirúrgica a l’abdomen, normalment en règim de cirurgia major 

ambulatòria o curta estada (6).  

 Fístula Arterial Venosa Interna (FAVI) o pròtesi vascular: És la unió d’una artèria amb 

una vena del propi pacient mitjançant una petita intervenció quirúrgica que es realitza 

normalment amb anestèsia local (6).  

 Catèter percutani temporal o permanent: El catèter es posa en una vena jugular, 

subclàvia o femoral (6). 

 

- Trasplantament renal 

El trasplantament renal consisteix en la implantació d'un ronyó sa provinent d'un donant 

cadàver o donant viu mitjançant una intervenció quirúrgica i és el tractament d’elecció de la 

malaltia renal crònica terminal. Amb el transplantament renal s'aconsegueix una major 

supervivència de l'empelt, una major qualitat de vida per al pacient, i és la teràpia major cost-

efectiva en comparació amb la resta de teràpies renals substitutives. Malgrat els seus 

avantatges, el trasplantament de ronyó només es pot dur a terme en pacients amb un bon 

estat general i que no tinguin contraindicacions mèdiques o quirúrgiques. No tots els pacients 

que estan fent diàlisi es poden trasplantar i això és per diferents causes: edat avançada, 

presència d’altres malalties importants, tumors, infeccions o malalties psiquiàtriques greus 

entre d'altres (6). 

El maneig del trasplantament renal ha evolucionat molt en el darrer mig segle mostrant un 

gran avanç pel que fa a les tècniques quirúrgiques, en el tipus de tractament immunosupressor 

utilitzat i en el diagnòstic i tractament de les complicacions en el pacient i l’empelt renal (7, 8). 

Actualment, els fàrmacs immunosupressors utilitzats són els inhibidors de la calcineurina: 

tacrolimus i ciclosporina, i els inhibidors de mTOR: sirolimus i everolimus gairebé sempre en 

combinació amb micofenolat mofetil. Com a pauta habitual en el trasplantament, als pacients 
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se’ls administra teràpia d’inducció amb globulina antitimocítica (ATG), basiliximab o 

daclizumab, i glucocorticoides via intravenosa. 

 

La principal complicació del trasplantament renal és el rebuig immunològic de l’empelt. Els 

treballs publicats en els darrers anys evidencien una millora en la supervivència del pacient i de 

l'empelt a curt termini però els resultats no són tant concloents a llarg termini (9). Els fàrmacs 

immunosupressors han aconseguit reduir significativament els episodis de rebuig cel·lular 

agut. Tot i així, aquests fàrmacs no han mostrat un impacte significatiu en la supervivència de 

l’empelt a llarg termini, degut principalment a l’aparició gairebé ineludible de la disfunció 

crònica de l’empelt deguda a mecanismes immunes i no immunes (cel·lulars i humorals) i a la 

mort del pacient com a conseqüència de l’ús crònic d’aquestes teràpies que donen lloc a 

malalties cardiovasculars i càncer. La investigació en trasplantament per tal de millorar la 

supervivència de l'òrgan trasplantat, s'ha dirigit cap a progressos en la selecció i manteniment 

hemodinàmica del donant en mort encefàlica, avanços en la detecció i tractament d'episodis 

de rebuig, la disponibilitat i monitorització de nous immunosupressors, la profilaxi i tractament 

de processos infecciosos i els avanços experimentals tant en les tècniques quirúrgiques com en 

la preservació d'òrgans (10). En els darrers anys, els resultats a curt termini han estat molt 

positius millorant de forma gradual i assolint una taxa de supervivència de l’empelt del 90% 

aproximadament durant el primer any.  

 

2. MALALTIA CARDIOVASCULAR EN PACIENTS AMB MALALTIA RENAL CRÒNICA 

2.1. EPIDEMIOLOGIA 

Tot i que la mortalitat per malalties cardiovasculars, en els països desenvolupats, ha mostrat 

una tendència decreixent en els darrers anys, a Espanya segueix sent la principal causa d’èxitus 

amb una taxa de morbimortalitat superior a la població general. Aquesta taxa pot arribar a 

multiplicar-se per 1000 en estadis avançats de malaltia renal crònica (11, 12). 

En els pacients en hemodiàlisi, la taxa de mortalitat és entre 10 i 30 vegades superior a la de la 

població general (13) i superior a la d’altres grups de pacients reconeguts com a pacients d’alt 

risc cardiovascular, com per exemple: diabètics, hipertensos o amb història d’infart agut de 

miocardi previ (13, 14). Tot i que el risc cardiovascular dels pacients trasplantats de ronyó és 

inferior a la dels pacients en HD inclosos en llista d’espera de TR (15), diversos estudis 

observacionals han demostrat com aquest risc segueix sent superior al de la població general 
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de similar edat i sexe (16, 17); de manera que la patologia cardiovascular és també la principal 

causa de mortalitat en aquest grup de pacients, representant més del 50 % dels èxitus (18). La 

malaltia cardiovascular, doncs, segueix sent molt prevalent després del TR, situant-se al voltant 

del 10 % als 3 anys del trasplantament, fet que incrementa en 2,7 vegades el risc de mort i de 

pèrdua de l’empelt renal, especialment després del primer any post TR (19). 

Conèixer els principals factors de risc de la malaltia cardiovascular ens ajudarà a la seva 

prevenció. L’epidemiologia cardiovascular es caracteritza per tenir una etiologia multifactorial, 

i els factors de risc cardiovascular es potencien entre sí mitjançant mecanismes pleiotròpics i, 

de manera freqüent, solen presentar-se associats. 

 

2.2. L’ATEROSCLEROSI EN LA MALALTIA RENAL CRÒNICA 

L’arterosclerosi en la MRC és una alteració caracteritzada per la presència de plaques 

d’ateroma en les artèries principalment de calibre mitjà, amb una distribució irregular, que es 

desenvolupa a l’inici a la capa íntima i que és responsable de la isquèmia distal a la lesió. 

S’anomenen comunament calcificacions vasculars i estan localitzades a la íntima i/o a la 

mitjana de la paret arterial. Diferents estudis han demostrat que la prevalença d’aquestes 

plaques ateromatoses i calcificades, en artèries coronàries, ilíaques, caròtides i altres vasos, és 

superior en pacients en diàlisi respecte a la població en general (1). Es postula que l’estat 

urèmic per si mateix, més que el tractament renal substitutiu, s’associa a una aterosclerosi 

accelerada causant accidents cardiovasculars arterioscleròtics. Diferents estudis demostren 

que la incidència és fins a tres vegades superior en pacients urèmics, tant en estat de pre-

diàlisi com en diàlisi, respecte a la població general d’edat similar (20). Però, per altra banda, 

també s’ha demostrat per coronariografia que la progressió de l’arteriosclerosi i la calcificació 

coronària és superior en pacients en hemodiàlisi que en pacients urèmics en tractament 

conservador (21). Per tant, es pot concloure que els pacients amb MRC tenen un procés 

arteroscleròtic avançat degut a l’estat urèmic i en part, a la diàlisi. 

 

2.3. EL PROCÉS INFLAMATORI DE L’ATEROSCLEROSI 

L’aterosclerosi és una patologia molt més complexa que una simple acumulació de lípids i de 

colesterol a la paret vascular de les arteries. Actualment, es considera una malaltia 

inflamatòria que apareix en resposta al dany de la paret vascular (22, 23). El procés inflamatori 
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exerceix un paper important a la patogènesis de l’aterosclerosi participant marcadament en 

alguns dels estadis del desenvolupament de la placa d’ateroma: des del reclutament de 

leucòcits fins a la desestabilització de la placa ateroscleròtica. De fet, s’ha demostrat que 

concentracions elevades de determinats marcadors d’inflamació són predictius d’un elevat risc 

de ruptura de la placa (22).  

En els darrers anys, s’ha descrit com a origen de l’aterosclerosi una disfunció endotelial a 

l’interior de la paret vascular causada per múltiples factors que originarien un dany a 

l’endoteli.  

- Disfunció endotelial i estrès oxidatiu 

L’endoteli vascular representa una barrera funcional i dinàmica entre la sang circulant i el teixit 

circumdant amb múltiples funcions: modula i regula el to vascular, controla l’activitat de les 

cèl·lules musculars llises de la capa mitja, regula el creixement cel·lular local i el dipòsit de 

matriu extracel·lular, té un efecte protector dels vasos davant la presència de substàncies 

tòxiques circulants a la sang, té funcions antitrombòtiques (inhibeix l’adhesió plaquetària i la 

coagulació, i regula el sistema fibrinolític) i participa en la resposta immune i reparadora a les 

lesions locals (24). L’endoteli produeix òxid nítric que és un potent vasodilatador, inhibeix 

l’adhesió i agregació plaquetària, inhibeix la proliferació de les cèl·lules del múscul llis i té 

efecte antioxidant. 

Els pacients amb MRC tenen un dèficit d’òxid nítric per increment de la seva degradació amb el 

superòxid des dels estadis inicials de la malaltia fet que comporta la disfunció endotelial per 

alteració de la vasodilatació, afavorint el desenvolupament d’aterosclerosi, d’hipertensió i la 

posterior aparició d’episodis cardiovasculars. La presència de qualsevol factor de risc 

cardiovascular ocasiona alteracions en les funcions de l’endoteli i l’aparició d’una cascada de 

factors proinflamatoris que provoca l’apoptosi de les cèl·lules endotelials. Tot plegat comporta 

la pèrdua de propietats antitrombòtiques de la paret vascular i l’alteració del nombre i 

funcionalitat de les cèl·lules endotelials. Conseqüentment, l’exposició perllongada i repetida de 

l’endoteli a l’estrès oxidatiu, associat als factors de risc cardiovasculars, comporta 

l’esgotament dels seus mecanismes protectors antioxidants i antiinflamatoris (25). 

En conclusió, la lesió a l’endoteli vascular altera la seva funcionalitat habitual, originant un 

estat inflamatori que desencadena múltiples cascades moleculars i cel·lulars donant pas al 

desenvolupament de la malaltia ateroscleròtica (23). La disfunció endotelial està implicada a 
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cada etapa de la progressió de l’aterosclerosi, des de la formació de l’estria grassa a la fase 

inicial fins a la ruptura de la placa, mitjançant diferents mecanismes:  

 Expressió i regulació de molècules d’adhesió 

 Increment de la secreció de quimioquines, que a la seva vegada participen en 

l’adherència i el reclutament de leucòcits que penetren a la íntima i predisposen a la 

paret del vas a l’acumulació de lípids, augment de la permeabilitat 

 Oxidació de molècules LDL 

 Activació de plaquetes 

 Formació de citocines 

 Migració i proliferació de cèl·lules del múscul llis de la paret vascular.  

Els propis mediadors de la inflamació incrementen la captació de lipoproteïnes modificades 

per macròfags i la seva evolució cap a cèl·lules escumoses. Per la seva part, les cèl·lules T 

penetren a la íntima i segreguen citocines, amb la conseqüent amplificació del procés 

inflamatori, migració i proliferació de cèl·lules musculars llises. En fases avançades del procés, 

els mediadors inflamatoris poden participar en el debilitament de la capa fibrosa de la lesió 

ateromatosa i facilitar la seva ruptura, d’aquesta manera és com es desencadenen els 

síndromes coronaris aguts (26).  

Els pacients amb MRC presenten un estat inflamatori que augmenta a mesura que evoluciona 

la malaltia renal, essent més accentuat en els pacients en HD (27). 

Les principals causes descrites d’aquest estat inflamatori són: la presència d’un aclariment 

renal disminuït de citoquines proinflamatòries, el propi estat urèmic, l’estrès oxidatiu, la 

presència d’altres comorbiditats (insuficiència cardíaca, hipervolèmia, diabetis, malalties 

inflamatòries...), la malaltia renal de base o les infeccions persistents. En els pacients 

trasplantats renals, la insuficiència renal, els empelts renals no funcionants o el rebuig de 

l’empelt renal també poden contribuir a incrementar el grau d’inflamació. Aquesta inflamació 

s’ha associat a un empitjorament de la funció renal, un increment de la MCV i a la pèrdua de 

l’empelt a llarg termini (28). 

Els mecanismes moleculars que intervenen en la patogènia de les calcificacions vasculars no 

són ben coneguts però existeixen evidències que la inflamació i els factors genètics podrien 

contribuir al seu desenvolupament (20). 
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2.4. CLASSIFICACIÓ DE LA MALALTIA CARDIOVASCULAR D’ORIGEN ATEROSCLERÒTIC 

Dins de la malaltia cardiovascular s’inclou un subgrup de trastorns relacionats amb la formació 

i desenvolupament de processos ateroscleròtics: la cardiopatia isquèmica, la malaltia 

cerebrovascular i l’arteriopatia perifèrica.  

Cardiopatia isquèmica 

La cardiopatia isquèmica és la malaltia causada per l’arteriosclerosis de les artèries coronàries. 

Té tres manifestacions clíniques fonamentals: angina de pit i infart agut de miocardi (IAM), 

incloses dins del terme síndrome coronari agut, i la mort sobtada cardíaca d’origen coronari. 

El terme síndrome coronari agut (SCA) engloba un conjunt d’entitats clíniques en les que el 

flux coronari arterial pateix una interrupció o obstrucció sobtada, habitualment secundària a la 

ruptura o erosió d’una placa d’ateroma localitzada a la paret arterial que genera la formació 

d’un trombe intraluminal que clou total o parcialment la llum arterial limitant el flux de sang 

en una o vàries artèries coronàries. Sempre que l’aportació de flux sanguini coronari està per 

sota del llindar necessari per satisfer la demanda metabòlica del miocardi, es produeix una 

situació d’isquèmia miocardíaca que s’associa a un pas de metabolisme aeròbic a anaeròbic, i 

si la oclusió és persistent en el temps, es produeix necrosi del teixit miocardíac i mort cel·lular, 

el que es considera amb el nom d’infart agut de miocardi. En canvi, si la isquèmia és 

transitòria i no hi ha necrosi miocardíaca, s’anomena angina de pit. 

La frontera entre l’infart agut de miocardi i l’angina és molt fina, i arran de la darrera definició 

d’IAM (29), on es té en compte la troponina com a biomarcador més sensible i específic per al 

diagnòstic d’IAM, ha augmentat el diagnòstic d’infarts aguts de miocardi que abans es 

diagnosticaven com a angines inestables. 

Per últim i més greu, ens trobem amb aquells pacients que debuten en forma de mort sobtada 

com a conseqüència, en molts casos, de complicacions arítmiques en el context d’un SCA. 

Malaltia cerebrovascular 

Pel que fa a la malaltia cerebrovascular, es pot subdividir en dos grans grups segons el seu 

mecanisme: ictus isquèmic o ictus hemorràgic. Els ictus isquèmics representen el 85 % de tots 

els ictus i es poden distingir entre isquèmia cerebral focal, que afecta a una sola zona de 

l’encèfal i la isquèmia cerebral global, que afecta a l’encèfal de forma difosa. Segons la duració 

del procés isquèmic, es considera dos tipus d’isquèmia cerebral focal: l’accident isquèmic 

transitori (AIT) de duració inferior a 24 hores i l’infart cerebral que produeix un dèficit 

neurològic que persisteix més de 24 hores, indicant la presència de necrosi tissular. D’altra 
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banda, els ictus hemorràgics constitueixen un 15 % de tots els ictus i són causats per la ruptura 

d’un vas sanguini encefàlic degut a un pic d’hipertensió o un aneurisma congènit. Segons la 

localització, l’hemorràgia es pot classificar en cerebral o bé, subaracnoïdea (30). 

Arteriopatia perifèrica 

Finalment, l’arteriopatia perifèrica o arteriosclerosis obliterant és l’arteriosclerosis que implica 

a les extremitats inferiors. És conseqüència d’ateroesclerosi, embolismes o formació de 

trombes. El principal símptoma és la claudicació intermitent que s’origina durant l’exercici 

quan la demanda de sang i oxigen als músculs excedeix de l’aportada. És un dolor muscular 

que reverteix amb el repòs. És una malaltia que es subestima i és difícil de diagnosticar perquè 

cal que el pacient descrigui de forma adequada el dolor (31).  

 

3. FACTORS DE RISC CARDIOVASCULAR 

La major prevalença dels factors de risc cardiovascular clàssics en els pacients en hemodiàlisi 

(edat, sexe, tabaquisme, HTA, dislipèmia, DM...) no explica totalment l’elevada incidència de 

mortalitat cardiovascular en aquests pacients (32). De fet, diferents estudis han demostrat que 

el score de Framingham infraestima el risc cardiovascular en els pacients amb patologia renal 

(33, 34). Per aquest motiu, també es tenen en compte la presència de factors de risc 

cardiovasculars nous o no clàssics propis de la MRC terminal: malnutrició, alteració del 

metabolisme del fosfo-càlcic, la calcificació valvular, la hipervolèmia, l’anèmia... que jugarien 

un paper important en el desenvolupament de l’aterosclerosi accelerada i l’arterioesclerosi 

que presenten aquests pacients; i per tant, en el desenvolupament de les complicacions 

cardiovasculars (35-37). 

La prevalença de factors de risc cardiovascular és també elevada en els pacients trasplantats. A 

més a més dels factors clàssics que tenen una prevalença en aquest grup de pacients similar a 

la població general -edat, sexe, obesitat, vida sedentària, alcohol, tabac, història d’antecedents 

amb malaltia cardiovascular-... hi ha altres factors també clàssics amb una prevalença 

augmentada com a conseqüència del tractament immunosupressor: hipertensió arterial, 

dislipèmia, diabetis mellitus post trasplantament, hiperinsulinèmia, anèmia... entre d’altres. 

Per contraposició, cal destacar que, a diferència de la població general, els factors de risc 

tradicionals causants de la MCV, en pacients receptors d’un trasplantament de ronyó, són 

menys determinants a l’hora de desenvolupar la MCV (38). 
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Factors de risc cardiovascular: 

- Edat 

L’edat del receptor és un factor important, no modificable, i relacionat amb l’augment del risc 

cardiovascular. L’edat dels pacients que inicien HD i dels pacients que són receptors d’un TR ha 

anat augmentant al llarg dels anys. Això fa que aproximadament 10-15 % dels pacients ja 

tinguin alguna patologia cardiovascular associada en el moment de rebre el tractament renal 

substitutiu, fet que incrementa el seu risc i la taxa de mortalitat cardiovascular i per tant tenen 

un pitjor pronòstic (1). 

L’edat del donant és considerada també factor de risc de patir episodis cardiovasculars en el 

post TR (39). És habitual acceptar donants de fins a 50 anys però el progressiu augment anual 

del nombre de trasplantaments ha anat acompanyat d’un increment en l’edat dels donants 

que comporta una incidència més elevada de disfunció renal crònica dels empelts (1). 

- Sexe 

El sexe masculí és un dels factors de risc, no modificable, de malaltia cardiovascular (1). 

- Tabaquisme 

El tabaquisme és també un factor de risc cardiovascular reconegut en la població general. La 

prevalença de l’ús del tabac en els pacients amb MRC es troba al voltant del 40 %, similar a la 

de la població general (1) i aquesta es manté després del TR (40). Té un efecte negatiu sobre la 

funció renal ja que augmenta la pressió sanguínia i el cabal cardíac i provoca aterosclerosis de 

les artèries renals, entre d’altres (41). 

En pacients en hemodiàlisi, el tabaquisme es manté com un important factor de risc 

cardiovascular (42, 43). Segons la USRDS (United States Renal Data System) (43), el tabac 

s’associa a major risc de desenvolupar insuficiència cardíaca de novo, infart agut de miocardi, 

vasculopatia perifèrica i s’associa també a major risc de mortalitat (44). També s’ha descrit que 

afavoreix l’augment de la rigidesa arterial (45) i el desenvolupament d’hipertròfia ventricular 

esquerra en pacients amb HD (46). 

En estudis prospectius s’ha vist que el tabac és un factor de risc d’aparició d’episodis coronaris 

en els pacients trasplantats (47) i en estudis retrospectius s’ha associat a un major risc 

d’episodis cardiovasculars i mortalitat (40). També s’ha demostrat que el tabaquisme s’associa 

a un increment del risc de pèrdua de l’empelt renal (48, 49). 
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- Hipertensió arterial 

La HTA és un factor de risc d’isquèmia miocardíaca, aterogènesi, calcificació coronària arterial i 

d’hipertròfia ventricular esquerra (50).  

Els pacients en diàlisi tenen un pobre control de la pressió arterial a causa del tractament renal 

substitutiu. Entre el 50 i el 90 % dels pacients en hemodiàlisi i al voltant del 30 % dels pacients 

en diàlisi peritoneal tenen una pressió arterial augmentada (51).  

La prevalença d’hipertensió en la població trasplantada oscil·la entre un 60-90 % (52-54) i 

contribueix de forma independent a la pèrdua de l’empelt renal i a la morbimortalitat 

cardiovascular (55). Cal tenir en compte que els fàrmacs anticalcineurínics (ciclosporina A i 

tacrolimus) i els esteroides augmenten la pressió arterial per mecanismes de vasoconstricció 

(56). Tot i que s’ha demostrat que un bon control de la pressió arterial amb fàrmacs 

hipotensius aconsegueix reduir la incidència d’accidents cerebrovasculars, el seu efecte sobre 

els episodis cardiovasculars no és tan evident (52). 

- Dislipèmia 

La prevalença de la dislipèmia en malalts renals crònics terminals és del 60-80 %. Afavoreix 

l’aparició de malaltia cardiovascular i intervé en la progressió de la insuficiència renal amb un 

increment dels triglicèrids (57, 58). 

La dislipèmia és molt freqüent en el post TR amb una prevalença del 60-70 % i pot estar 

present ja als 3-6 mesos del post TR (53, 59). El patró dislipèmic característic és l’augment del 

colesterol total, colesterol LDL, triglicèrids i de l’apolipoproteïna B. La seva etiologia és 

multifactorial, tot i que el tractament immunosupressor amb corticoides, anticalcineurínics i 

sirolimus té un paper rellevant. El mecanisme mitjançant aquests fàrmacs indueixen la 

dislipèmia sembla ser que és per la seva capacitat d’unió al receptor de les LDL al fetge i 

posterior inactivació, fet que impedeix la internalització del colesterol per part del fetge i 

inhibeix la síntesi d’àcids biliars a partir d’aquest (53). Aquest efecte s’observa amb una major 

intensitat en el tractament amb sirolimus, seguit de ciclosporina A i finalment de tacrolimus 

(60, 61).  

Més del 80 % dels pacients trasplantats renals precisen de tractament hipolipemiant amb 

estatines per al seu control (62). 

La dislipèmia es considera un factor de risc de desenvolupament de MCV (63), mortalitat (64) i 

pèrdua de l’empelt renal (64, 65). 
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- Diabetis Mellitus 

La nefropatia diabètica és la causa més freqüent de MRC terminal i s’associa a HTA, 

hipertrigliceridèmia, hipercolesterolèmia i hipertròfia de ventricle esquerre (HVE) (66).  

El desenvolupament de diabetis mellitus post TR és el que es coneix amb el nom anglès de 

New Onset Diabetes After Transplantation (NODAT). La incidència de NODAT es situa al voltant 

del 30 % dels pacients trasplantats i té un impacte negatiu sobre la supervivència tant de 

l’empelt com del pacient trasplantat ja que és un factor de risc independent per al 

desenvolupament de MCV (59, 67, 68). Els factors de risc de desenvolupar-la són: edat del 

receptor, història familiar de diabetis, intolerància a la glucosa pre trasplantament, sobrepès, 

alguns antígens del sistema HLA i el tractament amb esteroides i anticalcineurínics a dosis altes 

(59).  

- Obesitat 

L’obesitat està relacionada amb mortalitat global i cardiovascular en població general sense 

MRC (69). És un factor de risc cardiovascular i renal modificable que provoca tot un seguit 

d’alteracions: resistència a la insulina, intolerància a la glucosa, dislipèmia, aterosclerosi, HTA, 

inflamació i la progressió a la nefropatia (70, 71). 

L’obesitat és un factor de risc en MRC i diàlisi. Entre els pacients trasplantats és molt freqüent i 

s’associa amb alteracions lipídiques, resistència a la insulina i disfunció cardíaca fent que 

aquests pacients presentin un major risc cardiovascular i que disminueixi la supervivència de 

l’empelt (65).  

- Filtrat glomerular 

El filtrat glomerular o la concentració de creatinina en sèrum són factors de risc independents 

pel desenvolupament de malaltia cardiovascular. A menor VFG, major és la probabilitat de 

presentar un episodi cardiovascular. L’estudi ALERT revela que per cada 100 µmol/L d’augment 

de la creatinina en sèrum, augmenta el doble el risc de mortalitat global i cardiovascular (62).  

D’altra banda, també influencia en el desenvolupament de la nefropatia crònica de l’empelt i 

en la supervivència del trasplantament (59). 

- Anèmia 

És una complicació freqüent en els pacients amb MRC i MRC terminal. Es produeix una 

disminució de l’hemoglobina en sang com a conseqüència d’una disminució de la producció i 
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secreció d’eritropoetina (EPO) i una alteració del metabolisme del ferro. L’anèmia comporta 

una disminució de l’aportació d’oxigen i un increment tant de la freqüència cardíaca com de la 

despesa cardíaca, i per tant, de l’augment de la pressió arterial, de la HVE (72), l’augment del 

gruix íntima-mitja carotidi i inici de lesió vascular (1). La correcció de l’anèmia amb EPO 

exògena disminueix la massa ventricular esquerra i millora la funció ventricular (73). 

En els pacients trasplantats de ronyó, l’anèmia està associada als fàrmacs immunosupressors 

com el micofenolat de sodi i els inhibidors dels mTOR. L’anèmia es considera un factor de risc 

de mortalitat i de pèrdua de l’empelt renal (74).  

- Metabolisme fosfo-càlcic 

L’augment de la concentració de l’hormona paratirina (PTH), la disminució de la vitamina D i la 

hiperfosfatèmia juguen un paper molt important en la patogènesi de la MCV.  

La funció fisiològica de la PTH i la vitamina D és augmentar la concentració de calci en el 

múscul vascular llis i als miocardiòcits, intervenir en el metabolisme oxidatiu del miocardi i 

conseqüentment afectar la pressió arterial i la contractilitat cardíaca. El dèficit de vitamina D 

junt amb l’hiperparatiroïdisme, característic dels pacients amb MRC, pot afavorir la producció 

de calcificacions coronàries, valvulars i de la lesió aterogènica i per tant, incrementar la MCV 

(75). 

En pacients en diàlisi, la hiperfosfatèmia i l’hiperparatiroïdisme es relacionen amb un augment 

de la mortalitat (76). 

- Malnutrició 

La malnutrició en els pacients en diàlisi té una prevalença molt variable, al voltant del 18-75 % 

(77). S’associa amb un estat microinflamatori i és un potent factor de risc de mortalitat global i 

cardiovascular (78). La mesura de la concentració d’albúmina en sèrum, com a marcador de 

l’estat nutricional del pacient, permet detectar i tractar la malnutrició contribuint a la millora 

de la supervivència dels pacients que reben diàlisi (1). 

- Proteïnúria 

Per sí mateixa la proteïnúria és un factor predictiu de malaltia cardiovascular ja que és un 

marcador de disfunció endotelial relacionat amb el procés ateroscleròtic i la funció de 

l’empelt. En el post trasplantament pot ser originada per diverses causes: rebuig agut, 

hipertensió arterial, recidiva de la malaltia de base, malaltia glomerular de novo, nefropatia 
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crònica de l’empelt, entre d’altres. El seu control ha de ser prioritari ja que no només 

influencia en la supervivència de l’empelt a llarg termini pel possible desenvolupament de 

nefropatia crònica de l’empelt, sinó que també per la seva morbimortalitat cardiovascular. 

Pacients trasplantats renals amb proteïnúria ostenten una taxa de mortalitat dues vegades 

superior que aquells pacients que no la presenten. (79). 

- Hipertròfia del ventricle esquerre 

La hipertròfia del ventricle esquerre es considera un factor de risc independent per la malaltia 

cardiovascular. Els pacients renals tenen HVE per múltiples factors: HTA, anèmia, sobrecàrrega 

de volum, hiperparatiroïdisme i la presència de la fístula arteriovenosa. El tractament 

immunosupressor amb ciclosporina A i corticoides també hi ha estat relacionat. 

- Accés vascular 

En els pacients en diàlisi l’accés vascular juga també un paper molt important en relació a la 

mortalitat. L’ús del catèter com a accés vascular per a realitzar diàlisi s’associa de forma 

significativa a un augment de la mortalitat (80). 

- Temps en diàlisi 

Es relaciona inversament amb la mortalitat. La diàlisi presenta un estat elevat d’inflamació 

persistent i d’estrès oxidatiu associat a un augment de la morbiditat i mortalitat 

cardiovascular. El perllongament de l’estat de diàlisi provoca l’agreujament de l’estat general i 

aquest repercuteix en les complicacions cardiovasculars. Els pacients que han estat 

trasplantats en estat pre-diàlisi són pacients que tenen un millor pronòstic cardiovascular (1).  

S’ha fet palès que després del trasplantament i gràcies a la millora que s’aconsegueix en la 

funció renal, disminueixen la inflamació crònica i l’estrès oxidatiu relacionat amb la urèmia, fet 

que podria contribuir a millorar el perfil de risc cardiovascular i, per tant, la supervivència (1). 

- Tipus de diàlisi  

Sembla ser que no existeixen masses diferencies pel que fa a la mortalitat post-trasplantament 

per causa cardiovascular entre pacients que havien rebut diàlisi peritoneal o bé hemodiàlisi tot 

i que hi ha diferents estudis contradictoris (81). 
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- Tipus de donant 

El tipus de donant viu o de cadàver està molt relacionat amb la variable diàlisi. El fet de poder 

trasplantar-se un ronyó procedent d’un donant viu ofereix al pacient l’oportunitat d’alliberar-

se o fins i tot evitar el tractament renal substitutiu amb diàlisi, així com de l’agreujament de 

l’estat general i la repercussió que aquest tractament comporta sobre les complicacions 

cardiovasculars (1). 

- Tractament amb fàrmacs immunosupressors 

L’objectiu fonamental de la immunosupressió és aconseguir la supressió de la resposta 

immunitària de l’empelt. Cal trobar l’equilibri entre el rebuig i els múltiples efectes secundaris. 

Com ja s’ha anat descrivint, el tractament immunosupressor ja sigui amb anticalcineurínics, 

inhibidors de mTOR i/o amb corticoides poden provocar algun efecte secundari: HTA per 

mecanismes de vasoconstricció (56), dislipèmia (53, 60, 61),  aparició de NODAT (59) i anèmia 

(74) entre d’altres. 

- Necrosi tubular aguda 

És una de les complicacions del post trasplantament, l’absència de diüresis i funció de l’empelt, 

té un pitjor pronòstic per la supervivència de l’empelt i del pacient (1). 

- Rebuig clínic agut 

Durant el primer any post TR s’associa amb un major risc de patir malaltia cardiovascular en el 

pacient trasplantat (82, 83).  

 

4. LA MALALTIA CARDIOVASCULAR I LA GENÈTICA 

A més a més dels diferents factors de risc comentats, s’ha demostrat que el risc cardiovascular 

presenta agregació familiar, fet que suggereix la contribució genètica a la predisposició a patir 

un episodi cardiovascular (84). A més a més, tal com s’ha comentat anteriorment, és ben 

conegut que els factors de risc de MCV per a la població general tenen una rellevància menor 

que per als pacients amb MRC (34, 85-87). És per aquest motiu, que està emergent la 

necessitat de cercar nous marcadors genètics que tinguin alguna relació amb els marcadors de 

MCV propis de la malaltia renal i que ens permetin seleccionar els pacients amb MRC que 

presentin major risc cardiovascular.  
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4.1. EL GEN ANRIL 

En els darrers anys s’han realitzat una gran quantitat d’estudis d’associació global del genoma 

GWAS (Genome-Wide Association Studies) que relacionen les variants genètiques amb la 

malaltia cardiovascular. Un dels gens que presenta un interès emergent és un “Long non-

coding RNA” anomenat ANRIL (Antisense Noncoding RNA in the INK4 Locus).  

 

Els “Long non-coding RNAs” són molècules de RNA majors a 200 nucleòtids que no codifiquen 

per a proteïnes però que desenvolupen una funció reguladora de l’expressió d’altres gens (88, 

89). Per tant, ANRIL no conté gens que codifiquin proteïnes però el seu extrem 3’ es localitza 

pròxim als gens supressors de tumors CDKN2A (p16) i CDKN2B (p15) i gràcies a la seva funció 

epigenètica, potencia, entre d’altres, l’activitat de les cèl·lules musculars llises (88) a través de 

la regulació dels gens downstream. 

 

El gen ANRIL és un locus de 58 kb que es troba situat al cromosoma 9p21.3. Es localitza dins 

del clúster de gens p15/CDKN2Bp16/CDKN2A-p14/ARF en direcció antisentit. També es 

denomina amb el sinònim de CDKN2B-AS1 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B antisense 

RNA 1) o CDKN2B-AS tenint en compte la seva orientació antisentit respecte el gen CDKN2B. 

Està format per 19 exons i per splicing alternatiu genera fins a 20 isoformes de diferents mides, 

la major d’elles de 3834 nucleòtids.  

 

Figura 1. (A) Cromosoma 9p21.3, regió rica en elements reguladors i factors de transcripció. 
(B). Gens codificats en el locus 9p21. Imatge cedida amb permís. International Journal of 
Molecular Science. Int. J. Mol. Sci. 2013, 14, 1278-1292 Copyright 2013 © (90).  
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La regió 9p21 és rica en elements reguladors i en factors de transcripció al llarg de la seva 

seqüència. Aquests factors de transcripció són activats en resposta a factors externs i 

mitjançant vies de senyalització i són els encarregats d’activar o inhibir la transcripció d’ANRIL. 

Les proteïnes PRC1 i PRC2 (Polycomb protein complexes 1 i 2) tenen dominis d’unió a RNA en 

les seves subunitats anomenades CBX7 i SUZ12. El transcrit d’ANRIL s’uneix a la subunitat 

SUZ12 del PRC2 per induir la metilació de la histona 3 a la lisina 27 (H3K27) i com a 

conseqüència es silencia el locus CDKN2A/B. D’altra banda, ANRIL s’uneix també a la subunitat 

CBX7 del PRC1 i permet el reconeixement de H3K27 necessari per la monoubiqüitinització de la 

histona 2A a la lisina 119 (H2AK119) i mantenir la silenciació del gen. Per tant, la modulació 

d’ANRIL impacta en la repressió de les proteïnes Polycomb, induint o inhibint l’expressió de 

CDKN2A/B i modificant histones (Figura 1). Els diversos polimorfismes d’ANRIL associats amb 

malaltia cardiovascular modifiquen els llocs d’unió d’aquest gen amb els factors de transcripció 

PRC1 i PRC2, així com també altres factors de transcripció com STAT1, relacionats amb el 

desenvolupament i progressió de la resposta inflamatòria.  

En estudis funcionals en cèl·lules de mamífer s’ha vist que els knockdown d’ANRIL 

disminueixen la proliferació i, per contra, la seva sobreexpressió accelera la proliferació, 

incrementa l’adhesió i disminueix l’apoptosi (88). Per tant, ANRIL regula mitjançant 

mecanismes epigenètics l’expressió en cis i en trans dels gens diana. D’aquesta manera, ANRIL 

s’uneix al silenciador epigenètic PRC1 i PRC2 i a les proteïnes activadores associades a PRC, 

RYBP i YY1, les quals al seu torn actuen activant altres gens downstream en la cadena de 

senyalització relacionats amb l’aterosclerosi explicant així, l’efecte proaterogènic d’ANRIL (88). 

Paradoxalment, ANRIL també activa, directa o indirectament, uns altres gens downstream que 

provoquen l’efecte contrari, és a dir, que són protectors de la formació de la placa d’ateroma. 

És el cas del gen CARD8 (Caspase Activation and Recruitment Domain family member 8). El 

mecanisme detallat pel qual ANRIL regula l’expressió de CARD8 encara es troba per identificar, 

però podria ser que aquesta doble funcionalitat a priori contradictòria del gen ANRIL 

contribuiria a l’equilibri regulador de l’aterogènesi.  

El gen que codifica per a la proteïna CARD8 està situat al cromosoma 19q13, conté 50 kb i està 

format per 14 exons, dels quals els tres primers no codifiquen per a proteïna i s’expressa en 

diferents teixits però especialment en els monòcits. CARD8 és una molècula adaptadora que 

s’uneix a NLRP3 i participa en la formació de l’inflamasoma. Un cop format l’inflamasoma, 

inhibeix l’activació de la Caspasa-1 que trenca la pro-interleuquina-1β per donar lloc a la forma 

madura de la IL-1β. A més a més, regula negativament el factor d’activació nuclear ĸβ (NFĸβ). 
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D’aquesta manera CARD8 inactiva la Caspasa-1, disminueix l’IL-1β, disminueix l’NFĸβ, activa 

l’apoptosi i finalment redueix la resposta inflamatòria (91). 

 

Figura 2. Mecanismes d’interacció de CARD8. Imatge adaptada amb permís de Springer/Nature. Genes & Immunity. 
2010;11(4):351-6. Copyright 2010 © (92). 

 

4.2. POLIMORFISMES DELS GENS ANRIL I CARD8 

Els polimorfismes (SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms) del locus 9p21 han estat associats 

amb malaltia cardiovascular en diferents estudis GWAS, i dins d’aquest locus, l’ANRIL és 

considerat el gen candidat en relació a l’aterosclerosi. En primer lloc perquè diferents 

polimorfismes associats amb malaltia cardiovascular, estan localitzats dins del gen ANRIL (93). 

En segon lloc perquè ANRIL es troba expressat en cèl·lules i teixits involucrats amb 

l’aterosclerosi. I per últim, diferents estudis han trobat associació entre l’expressió del gen 

ANRIL i la severitat de l’aterosclerosi (93, 94).  

 

4.2.1. Estudis d’associació del gen ANRIL 

Actualment, hi ha quatre grans estudis d’associació en població caucàsica que relacionen 

polimorfismes del locus 9p21 del gen ANRIL amb malaltia cardiovascular.  

 

Helgadottir et al. (95) va descriure l’any 2007 l’associació entre l’infart de miocardi i el 

polimorfisme rs10757278. L’estudi incloïa 4587 casos i 12767 controls en població europea. 
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Aproximadament, el 21 % dels individus eren homozigots GG i tenien 1.64 vegades major risc 

de patir un infart de miocardi, respecte als individus AA. A la vegada, va veure com diferents 

SNPs d’aquest locus es troben en desequilibri de lligament (95). 

El segon estudi de McPherson et al. (96), va trobar associació amb malaltia cardiovascular en 

sis poblacions caucàsiques diferents de més de 23000 participants. Els homozigots per l’al·lel 

de risc (GG) tenien 30-40 % major risc de malaltia cardiovascular. Dels 100000 SNPs inicials van 

trobar associació amb el rs10757274 i rs2383206, i afirmaven que ambdós estan en 

desequilibri de lligament (96). 

També l’any 2007, Nature publica un GWAS de Wellcome Trust Case Control Consortium (97) 

amb 14000 casos i 3000 controls amb set malalties comunes, entre elles, la malaltia 

cardiovascular. Van trobar que el locus 9p21 era el que més s’associava a malaltia 

cardiovascular i en concret, el polimorfisme rs1333049 del gen ANRIL (97). 

Samani et al. (98), van realitzar dos estudis d’associació amb malaltia cardiovascular. En el 

primer van participar 1926 casos i els resultats van ser replicats en població germànica amb 

infart agut de miocardi (875 casos i 1644 controls). Van trobar que el locus 9p21 era el que 

tenia major associació amb malaltia cardiovascular i en concret el polimorfisme rs1333049 del 

gen ANRIL (98). 

En aquests grans estudis i d’altres no classificats com a GWAS, també s’han relacionat diversos 

polimorfismes del gen d’ANRIL amb mortalitat global, amb mortalitat cardiovascular (99) i amb 

malaltia cardiovascular en població general: infart agut de miocardi (95), malaltia coronària 

(96-98, 100) i ictus isquèmic (101) en població blanca europea. També s’ha trobat relació amb 

aneurisma intracranial (102). 

 

Per últim, val la pena destacar l’estudi PROCARDIS format per 4251 casos i 4443 controls, posa 

de manifest la presència d’un haplotip de risc cardiovascular de 53 Kb en el cromosoma 9p21.3 

del gen ANRIL en població europea que s’hereta de manera conjunta (103). 

 

4.2.2. Polimorfismes del gen ANRIL  

A continuació es descriuen quatre dels polimorfismes mes rellevants del gen ANRIL en relació a 

la susceptibilitat de patir un episodi cardiovascular. 
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rs10757278 

La variant genètica rs10757278 és un canvi d’una adenosina per una guanina 

(NC_000009.11:g.22124477A>G). La distribució al·lèlica descrita per HapMap en població 

europea és del 50 % d’al·lel G i 50 % d’al·lel A (104). 

 

El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL és el que més s’ha relacionat amb malaltia 

cardiovascular. Helgadottir et al. (95) a l’estudi GWAS comentat anteriorment reporta 

susceptibilitat amb malaltia cardiovascular en diferents poblacions (canadenca, danesa i 

americana de raça blanca). Conclou que els pacients amb genotip GG per aquest polimorfisme 

tenen 1.64 (IC95%: 1.47-1.82) vegades major susceptibilitat de patir un episodi cardiovascular 

respecte als pacients AG i aquests 1.26 (IC95%: 1.16-1.36) vegades major que els AA. En el 

mateix estudi, troben associació amb el risc de patir un infart agut de miocardi primerenc: els 

homozigots GG tenen un risc relatiu de 2.02 (IC95%: 1.72-2.36) de patir un IAM i els 

heterozigots AG un risc relatiu de 1.49 (IC95%: 1.31-1.69). Afegint el factor edat, mostren com 

els homes de menys de 50 anys i les dones de menys de 60 anys amb genotip GG tenen el 

doble de risc de presentar IAM que els individus AA (95). El mateix autor publica associació 

entre aquest SNP amb ictus, aneurisma de l’aorta abdominal i amb aneurismes intracranials 

(105).  

 

S’han realitzat altres estudis poblacionals que han trobat associació entre el polimorfisme 

rs10757278 del gen ANRIL i infart agut de miocardi en població europea (106, 107), amb 

malaltia cardiovascular en població coreana (108) i amb el risc de patir malaltia cardiovascular 

prematura i familiar en població americana caucàsica (109).  

 

Pel que fa a l’associació amb ictus isquèmic, hi ha controvèrsia entre les publicacions. Dues 

meta-anàlisis recents realitzats amb 21 i 8 estudis, respectivament conclouen l’existència 

d’associació entre el polimorfisme rs10757278 i ictus isquèmic en diferents poblacions (110, 

111). En canvi, hi ha treballs on troben associació amb malaltia coronària però no amb ictus 

isquèmic (112, 113). 

 

Per últim, l’estudi ADVANCE (Atherosclerotic Disease, Vascular Function and Genetic 

Epidemiology) (114) troba associació amb lesions coronàries precoces. El SNP presenta  una 

freqüència al·lèlica del 54 % respecte a un 47 % en el grup de controls ancians (OR portadors 

al·lel G: 1.28 ajustat per edat i sexe, P=7·10-5).  
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El mecanisme mitjançant el qual aquest SNP rs10757278 d’ANRIL està associat amb malaltia 

cardiovascular és perquè altera un punt d’unió inhibitori de STAT1, un factor de transcripció 

que participa en la resposta inflamatòria i que s’ha associat amb angiogènesi i amb patologia 

ateroscleròtica (115). El factor de transcripció STAT1 regula la via de senyalització de la 

resposta inflamatòria estimulant la citoquina proinflamatòria interferó ɣ (116) i participa en la 

maduració dels monòcits (117).  

 

rs4977574 

La variant genètica rs4977574 és un canvi d’una adenosina per una guanina (NC_ 

000009.11:g.22098574A>G). La distribució al·lèlica descrita per HapMap en població europea 

és de 46 % d’al·lel minoritari G i 54 % d’al·lel majoritari A (104). 

 

És un dels polimorfismes destacats a diferents estudis GWAS. Samani et al. (98) amb 1926 

casos i 2938 controls conclouen que els pacients GG tenen 1.35 (IC95%: 1.24-1.46) major risc 

de patir malaltia coronària respecte als portadors de l’al·lel A. Helgadottir et al. (95) troben 

associació amb malaltia cardiovascular en població europea i americana caucàsica. L’estudi 

GWAS dirigit per Myocardial Infarction Genetics Consortium associa el polimorfisme amb el risc 

de patir infart agut de miocardi, a més a més, també troben associació entre el polimorfisme i 

l’expressió de CDKN2B en teixit lipídic subcutani (118). 

A més, ha estat relacionat amb infart agut de miocardi en diferents estudis poblacionals. 

L’estudi liderat per Lu Qi et al. (119) mostra com el polimorfisme s’associa amb major risc de 

patir un primer infart agut de miocardi amb un OR: 1.15 (IC95%: 1.03-1.29) en població 

hispànica. Szpakowicz et al. (120) descriuen associació amb supervivència als 5 anys en 

pacients d’alt risc de STEMI (ST-elevation myocardial infarction) amb un HR: 2.7 (IC95%: 1.3-

5.4) en europeus. 

 

D’altra banda, un estudi recent de l’any 2013 (121) hipotetitza que si aquest polimorfisme 

s’associa amb malaltia cardiovascular, també ho hauria de fer amb ictus isquèmic. D’aquesta 

manera, Lövkvist et al. (121) troben associació entre aquest polimorfisme i ictus isquèmic i 

malaltia dels vasos grans OR: 1.12 (IC95%: 1.04-1.20) en població sueca. Seguint amb el mateix 

raonament, si el SNP es relaciona amb malaltia cardiovascular, també ho ha de fer amb la 

malaltia arterioscleròtica subclínica: calcificacions de l’artèria coronària i/o la llum vascular de 

la caròtida. A l’estudi de Vargas et al. (122) l’any 2016, troben associació entre el polimorfisme 
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rs4977574 i calcificacions en artèries coronàries (P=4·10-9) en població caucàsica i en població 

hispànica d’Estats Units. 

 

rs10757274 

La variant genètica rs10757274 és un canvi d’una adenosina per una guanina (NC_ 

000009.11:g.22096055A>G). La distribució al·lèlica descrita per HapMap en població europea 

és de 49 % d’al·lel minoritari G i 51 % d’al·lel majoritari A (104). 

 

McPherson et al. (96), a l’estudi GWAS, descriu associació amb infart agut de miocardi en 

població islandesa i població europea. Citen com els pacients heterozigots AG i els homozigots 

GG tenen un risc un 15-20 % i un 30-40 % respectivament incrementat respecte als homozigots 

AA patir malaltia coronària. 

 

Paynter et al. (123) van veure en un estudi de cohorts prospectiu fet amb 22129 dones d’Estats 

Units que el risc de patir un episodi cardiovascular era major per a pacients GG: HR: 1.32 

(IC95%: 1.07-1.63) i pels AG: HR: 1.25 (IC95%: 1.04-1.51), respecte als no portadors dels al·lels 

de risc (AA) (123). En població americana caucàsica, a l’estudi de casos-controls de Abdullah et 

al. (109) realitzat amb 310 casos de malaltia cardiovascular familiar prematura (40.3 ± 5.1 

anys) i 560 controls, troben associació entre el polimorfisme i el risc de patir malaltia 

cardiovascular prematura familiar. 

Shen et al. també troben associació amb infart agut de miocardi en població caucàsica (106) i 

asiàtica (108). D’altra banda, estudis realitzats en altres races, com ara la xinesa, confirmen els 

resultats obtinguts amb IAM en altres cohorts (124). 

 

Pel que fa a ictus isquèmic, Smith et al. (101) en el seu estudi comprova si SNPs associats amb 

malaltia coronària també s’associen amb ictus. Efectivament, l’estudi realitzat en població 

sueca troba associació entre el polimorfisme rs10757274 i ictus isquèmic (HR: 1.15 (IC95%: 

1.05-1.26, P=0.003)) (101). 

 

rs6475606 

La variant genètica rs6475606 és un canvi d’una citosina per una timina (NC_ 

000009.11:g.22081850C>T). La distribució al·lèlica descrita per HapMap en població europea 

és de 46 % d’al·lel minoritari T i 54 % d’al·lel majoritari C (104). 
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Pel que fa als estudis GWAS, McPherson et al. (96) mostren l’augment d’1.3 vegades de la 

susceptibilitat de patir una malaltia cardiovascular en els heterozigots CT i d’1.54 en els 

homozigots TT respecte als homozigots CC (96). Samani et al. (98) a l’estudi format per 875 

casos i 1644 controls conclou, que els pacients TT tenen major risc de malaltia coronària que 

els pacients CC (OR: 1.28 (IC95%: 1.13-1.44, P=5.2·10-5)). A la vegada, a l’estudi Wellcome Trust 

Case Control Consortium realitzat amb 1926 casos i 2938 controls troben un OR de 1.37 

(IC95%: 1.26-1.48, P=4.4·10-14) entre el polimorfisme i malaltia coronària (97).  

L’estudi GWAS de Foroud et al. (102) mostra relació amb aneurisme intracranial, pacients TT 

1.36 vegades major risc que els pacients CC (IC95%: 1.22-1.52, P=3.59·10-8). Aquests resultats 

han estat confirmats en població xinesa, demostrant que l’al·lel C redueix el risc d’aneurisma 

intracranial (OR: 0.710 (IC95%: 0.522-0.966, P=0.029)) (125). 

 

D’altra banda, també ha estat associat amb dany miocardíac després d’una intervenció 

quirúrgica de By-pass de les artèries coronàries, OR: 1.79 (IC95%: 1.28-2.50, P=0.001) en 

població caucàsica (126). 

 

4.2.3. Polimorfisme del gen CARD8 

rs2043211 

La variant genètica rs2043211 del gen CARD8 consisteix en una transversió d’una timina per 

una adenina (NM_001351787.1:c.30T>A) que provoca un canvi d’una Cys al codó 10 per un 

codó stop en el mRNA de CARD8 (NP_001338713.1:p.Cys10Ter). La distribució al·lèlica descrita 

per HapMap en població europea és de 27 % d’al·lel minoritari T i 73 % d’al·lel majoritari A 

(104). 

 

Diversos estudis mostren que pacients homozigots pel codó stop (TT) tenen una expressió de 

CARD8 reduïda i conseqüentment la inhibició de la Caspasa-1 i de NFĸβ no és tant efectiva 

provocant un augment de la resposta inflamatòria (127). D’altra banda, en els homozigots 

normals (AA) l’expressió de CARD8 correcta, provoca la inhibició de la Caspasa-1 i de NFĸβ i 

per tant, l’apoptosi cel·lular (128, 129). L’apoptosi de la cèl·lula és un mecanisme que està 

regulat i és necessari pel correcte funcionament del teixit, i així evitar la proliferació i 

descontrol cel·lular, com pot ser la resposta inflamatòria. La implicació d’aquest SNP en 

processos inflamatoris s’ha demostrat en diversos estudis observacionals o casos-controls on 

s’avaluava la malaltia de Crohn (92), la malaltia inflamatòria intestinal (130), l’artritis 

reumatoide (128, 131) i la malaltia d’Alzheimer (132), entre d’altres. 
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A diferència dels polimorfismes del gen ANRIL, els polimorfismes del gen CARD8 no han 

mostrat grans resultats en els estudis GWAS publicats. A més a més, hi ha pocs articles que 

analitzin la relació entre aquesta variant genètica i la malaltia cardiovascular.  

Paramel et al. (133) no troben associació entre el polimorfisme rs2043211 i l’infart agut de 

miocardi en dues poblacions sueques diferents però en el mateix estudi troben major 

expressió de mRNA de CARD8 en plaques arterioscleròtiques respecte artèries sanes i alhora, 

associació entre l’al·lel minoritari T i menors concentracions de Proteïna C Reactiva (PCR) i de 

la proteïna quimioatraient de monòcits 1 (MCP-1) (133).   

D’altra banda, a l’estudi de Zhang et al. (134) conclouen que els pacients TT tenen major 

susceptibilitat d’arteriosclerosis obliterant respecte als pacients AA (OR: 1.494 (IC95%: 1.131-

1.974, P=0.005)) en població xinesa. 

Per contra, l’estudi de Bai et al. (135) conclou que l’al·lel minoritari T del polimorfisme 

rs2043211 de CARD8 en homozigosi és protector front a l’ictus isquèmic en dues cohorts 

diferents (OR: 0.68 (IC95% 0.48-0.96, P=0.028)). En canvi, en el mateix estudi, no troben 

associació amb malaltia coronària (P=0.235). 

I finalment, l’estudi de Roberts et al. (136) troben que l’al·lel minoritari T protegeix front a 

aneurisma de l’aorta abdominal (AT+TT vs AA; OR: 0.83 (IC95%: 0.69-0.99, P=0.047) en 

població caucàsica provinent de Nova Zelanda. 

 

4.3. POLIMORFISMES DEL GEN ANRIL I DEL GEN CARD8 EN PACIENTS AMB MALALTIA RENAL 

CRÒNICA 

Els estudis publicats fins al moment mostren un paper important dels polimorfismes del gen 

ANRIL en l’aterosclerosi i la malaltia cardiovascular. La gran majoria d’estudis publicats han 

estat realitzats en població general i a la literatura hi ha poca informació respecte la 

contribució d’ANRIL i dels seus polimorfismes en el risc cardiovascular en pacients amb 

malaltia renal crònica, població de major risc de patir episodis cardiovasculars. 

L’únic article realitzat amb malalts renals crònics, és l’article de Melk et al. (2013) (137). En 

aquest estudi van seleccionar 2064 pacients caucàsics receptors d’un trasplantament renal: 

688 morts per causa cardiovascular i 1376 controls. En aquest treball troben que els 

polimorfismes rs10757278 i rs10757274 del gen ANRIL s’associen amb mortalitat 

cardiovascular de manera significativa. Els pacients GG pel polimorfisme rs10757274 tenen 
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1.30 (IC95%: 1.01-1.68, P=0.043) vegades major risc de mortalitat cardiovascular respecte als 

pacients AA i 1.36 (IC95%: 1.05-1.77, P=0.020) pel que fa al polimorfisme rs10757278. És 

interessant destacar també que en aquest treball la diabetis mellitus i el temps dels pacients 

en hemodiàlisi es relacionen significativament amb la mort cardiovascular. 
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II. HIPÒTESI 

És coneguda la relació que hi ha entre els factors de risc cardiovascular i el desenvolupament 

de la malaltia cardiovascular. En la població general, els factors de risc clàssics, com són: l’edat, 

el sexe, la diabetis mellitus, la dislipèmia, l’obesitat, l’hàbit tabàquic, el sedentarisme, entre 

d’altres, són els causants de la malaltia cardiovascular. Als pacients malalts renals crònics en 

tractament renal substitutiu, ja sigui en hemodiàlisi o trasplantament renal, a més a més dels 

factors de risc tradicionals, cal afegir-hi altres factors de risc no tradicionals propis de la 

insuficiència renal, del tractament immunosupressor o del propi trasplantament. Per tant, són 

pacients amb un elevat risc de presentar un episodi cardiovascular al llarg de la seva malaltia. 

És cert que els pacients receptors d’un trasplantament de ronyó tenen una menor incidència 

de malaltia cardiovascular respecte als pacients en hemodiàlisi, però tot i així, segueix sent 

major que la de la població general.  

D’altra banda, l’agregació familiar de la patologia cardiovascular suggereix una contribució 

genètica en el seu desenvolupament. Diversos estudis d’associació GWAS han suggerit que 

algunes variants genètiques del gen ANRIL són marcadors fortament associats amb el risc de 

patir un esdeveniment cardiovascular: infart agut de miocardi, angina de pit, ictus isquèmic, 

inclús mortalitat cardiovascular, en població general. 

A la vegada, es coneix que el gen ANRIL és un long non coding RNA que no codifica per a 

proteïna però que sembla ser que intervé com un important modulador de l’expressió de gens 

downstream en la cadena de senyalització. És el cas del gen CARD8 que s’ha hipotetitzat que 

pot tenir un paper rellevant en l’ateroesclerosi.  

Per tot això, la hipòtesi plantejada en aquesta tesi doctoral és que en pacients amb malaltia 

renal crònica, ja siguin en diàlisi com trasplantats renals, a més a més dels factors de risc no 

genètics ja citats, els polimorfismes del gen ANRIL poden tenir un paper en la susceptibilitat a 

patir un episodi cardiovascular. 
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III. OBJECTIUS 

 

Objectius principals 

1. Estudiar la influència dels polimorfismes rs10757274, rs4977574, rs10757278 i 

rs6475606 del gen ANRIL sobre el risc de patir un episodi cardiovascular en pacients 

amb malaltia renal crònica en diàlisi. 

 

2. Estudiar el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL com a marcador d’episodis 

cardiovasculars en pacients receptors d’un trasplantament renal. 

 

 

Objectius secundaris 

1. Avaluar el desequilibri de lligament dels quatre polimorfismes del gen ANRIL 

rs10757278, rs4977574, rs10757274 i rs6475606 en la nostra població d’estudi en 

diàlisi. 

 

2. Estudiar la sinergia entre el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL i la diabetis 

mellitus sobre el risc de patir un episodi cardiovascular en pacients en diàlisi. 

 

3. Avaluar l’associació entre el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL i la mortalitat 

global i cardiovascular en pacients receptors d’un trasplantament renal. 

 

4. Estudiar la relació del polimorfisme rs2043211 del gen CARD8 amb els episodis 

cardiovasculars, així com la mortalitat global i cardiovascular en pacients receptors 

d’un trasplantament de ronyó. 

 

5. Estudiar la sinergia entre els polimorfismes rs10757278 del gen ANRIL i rs2043211 del 

gen CARD8 en la susceptibilitat a patir un episodi cardiovascular en pacients receptors 

d’un trasplantament renal. 
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Background: Cardiovascular disease is the leading cause of death in patients with chronic kidney disease (CKD).
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in ANRIL gene have been associated with higher cardiovascular mor-
bidity and mortality in general population. The main objective was to ascertain whether ANRIL polymorphisms
could identify risk of major adverse cardiovascular event (MACE) in patients starting on hemodialysis (HD).
Methods: This was a prospective observational cohort study. 284 CKD patients starting on HD were included in
the study and followed until achievement of the primary end-point (MACE) or end of the study. All patients
were genotyped for four ANRIL SNPs (rs10757278, rs4977574, rs10757274 and rs6475606). Kaplan-Meier curves
andmultivariate Cox survival analyses, together with multiple logistic regression were used to analyze the asso-
ciation between ANRIL SNPs and MACE.
Results:We found that ANRIL SNP rs10757278 was a representative SNP of a strong linkage disequilibrium block
and showed significant genotypic associationswithMACE in hemodialysis patients. Homozygous patients for the
risk allele (GG) showed 2.17 (1.05–4.49) fold increased risk of MACE during hemodialysis than carriers of the
protective allele (AA or AG). Diabetes mellitus was a strong enhancer of this effect.
Conclusions:Our results indicate that ANRIL polymorphismsmay confer risk to development ofMACE in incident
patients on hemodialysis.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The prevalence of end-stage renal disease (ESRD) could rise sharply
over the next fewdecades, driven by population aging and an increasing
prevalence of diabetes and hypertension [1]. Currently, affects 8–16%
population worldwide with a regular and progressive annual growth
trend in the number of patients on renal replacement therapies (RRT)
[2]. Hemodialysis (HD) is themost frequent form of RRT and can be life-
saving [3,4]. However, mortality rates under this technique remain high
[5]. In fact, reported annual mortality is between 13 and 20%, being

annual cardiovascular mortality of 9% [6]. Therefore, CKD patients on
HD are a high-risk group for cardiovascular morbidity and mortality
[2,7]. In patients on HD, cardiovascular mortality risk is 10 to 20 times
higher than in the general population and it is even higher in patients
younger than 45 years old [3,8]. This elevated risk may be due in part
to a higher prevalence of traditional risk factors such as advanced age,
hypertension, diabetesmellitus and dyslipidemia. Moreover, hemodial-
ysis encompasses other inherent risk factors such as anemia and alter-
ations in the calcium and phosphate metabolism [9]. On the other
hand, in addition to the traditional risk factors, the contribution of ge-
netic predisposition to cardiovascular disease (CVD) could play an im-
portant role [10].

In recent years, there is increasing evidence suggesting that noncod-
ing RNAs (ncRNAs), which are functional RNA molecules not translated
into proteins, play an important role in development of cardiovascular
disease [11]. Interestingly, genome-wide association studies (GWAS)
have identified the a Long non-coding RNA (LncRNA) called ANRIL (An-
tisense Noncoding RNA in the INK4 Locus) located on chromosome
9p21.3, as the strongest genetic factor associated with atherosclerotic
cardiovascular disease [12].
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The core risk haplotype spans approximately 50 kb and does not
contain protein coding genes. Furthermore, it has been suggested that
ANRIL expression induces a disruption of an inhibitory STAT1 binding
site [13] and binds to the epigenetic silencer Polycomb repressive com-
plexes (PRC) 1 and 2 and to PRC-associated activating proteins RYBP
and YY1, regulating target genes in cis and in trans. ANRIL overexpres-
sion led to accelerate proliferation, increased adhesion and decreased
apoptosis [12] mechanism related with the pathogenesis of
atherosclerosis.

Several GWA studies have shown that single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) from ANRIL are associated with cardiovascular and all-
causemortality [14] and CVDmorbidity in general population:myocar-
dial infarction [15], coronary heart disease [16–18], ischemic stroke
[19], or intracranial aneurysmsusceptibility [20]. There are several stud-
ies and meta-analysis describing significant association between
rs10757278 polymorphism and myocardial infarction [21–25].
Helgadottir et al. identified that variant rs10757278 on chromosome
9p21, adjacent to the tumor suppressor genes CDKN2A and CDKN2B,
was strongly associated with myocardial infarction in European ances-
try [15]. ANRIL common variant rs4977574 has been considered a pow-
erful atherosclerotic biomarker and it was shown to be associated with
myocardial infarction in Europeanwhites [15–17,26] and Hispanic pop-
ulation [27]. Cardiovascular heart disease has been reported for SNP
rs6475606 [20]. ANRIL SNP rs10757274 has also been associated with
the development of atheroma plaque as well as with the promotion of
thrombogenesis [28].

However, the information in chronic kidney disease patients is lim-
ited. There is only one study in renal transplant recipients that showed
a higher risk for cardiovascular events in patients carrying ANRIL SNPs
(rs10757274 (GG) and rs10757278 (GG)) [29].

In the present study, four SNPs were selected based on previous re-
sults from the abovementionedGWA studies [13–19]. Our hypothesis is
that ANRIL polymorphisms could mediate susceptibility to major ad-
verse cardiovascular event (MACE) in CKD patients on HD.

2. Material and methods

2.1. Study population

The study protocol was approved by Ethics Committee of Bellvitge
University Hospital. The study was performed in accordance with the
ethical standards laid down in the 1964 Helsinki Declaration. Informed
written consent has been obtained from all subjects.

Thiswas an observational follow-up cohort study. The study popula-
tion was constituted by 284 CKD patients that started on hemodialysis
(HD) at Bellvitge University Hospital, and whose DNA was available.
All of them were under study to be included to the waiting list for a
renal transplant. The main objective was to ascertain whether ANRIL
polymorphisms could identify risk of MACE in patients starting on HD.
Major adverse cardiovascular event (MACE) was defined as myocardial
infarction, unstable angina or stroke. Patients who did not achieve the
end point were followed up until the end of data collection, September
30th 2015, renal transplant or death.

Recorded baseline variables were age, gender, date of HD initiation,
hypertension, pre-existence of cardiovascular disease, history of trans-
plantation, diabetes mellitus, serum creatinine, albumin, calcium, phos-
phorous, parathyroid hormone, cholesterol and ferritin concentration,
blood hemoglobin and hemoglobin A1C. All routine laboratorymeasure-
ments were done using accredited assay methods.

2.2. SNP genotyping

Genomic DNAwas extracted from peripheral blood of patients using
theWizard®Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Syd-
ney, Australia) and was stored at−80 °C.

Genotyping of the SNPs (rs10757278, rs4977574, rs10757274 and
rs6475606) was carried out using TaqMan SNP Genotyping Assay (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA) in 384-well plates that included
positive and negative controls. TaqMan PCR and genotyping analyses
were carried out on the 7900HT Fast Real-time PCR System, Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific), according to the manufacturer's
instructions. Samples were genotyped in CCiT (Centres Científics i
Tecnològics) at University of Barcelona.

Genotyping was done using Taqman SNP assay kit (part no.
4351379; assays ID: C__11841860_10 (rs10757278), C___1754681_10
(rs4977574), C__26505812_10 (rs10757274) and C__29146328_20
(rs6475606) from Applied Biosystems (Foster City, CA) following stan-
dard recommendations. Briefly, 0.5 μL assay mix was mixed with 5 μL
iTaq Universal Probes Supermix (part no. 172-5130), 1 μL genomic
DNA (10–20 ng/μL) and 3.5 μL water (B. Braun, Barcelona, Spain). The
resulting mixture was heated to 50 °C for 2 min and 95 °C for 10 min
in the thermal cycler. It was then followed by 40 cycles of denature at
95 °C for 15 s and anneal/extend at 60 °C for 1 min.

2.3. Statistical analysis

Statistical calculations were performed with STATA 12.0 software.
Descriptive analyses were performed to summarize the baseline data
and the demographic characteristics for both hemodialysis patients
withoutMACE andwithMACE. Allele frequency distribution was tested
for Hardy-Weinberg equilibrium. Linkage study between SNPs was per-
formed by chi-2 test. Kaplan-Meier survival curves from hemodialysis
initiation to the end point were compared by log-rank test to explore
the relation between genotypes and MACE.

Cox's proportional hazard models were employed to analyze the re-
lationship between SNPs and MACE. Colinearity study was done to dis-
card related covariates (r N 0.4) for the multiple regression analysis.
Covariates that were statistically significant in the univariate model
were kept to perform a backward stepwise analysis. The relationship
between ANRIL SNPs and MACE was also assessed by a multivariate lo-
gistic model. Finally, patients were stratified according to the SNP that
wasmore related withMACE andwith presence or absence of diabetes.
The risk of MACE was compared. The level of significance was set at
P b 0.05.

3. Results

3.1. Patients

A total of 284 adult patients (mean age 56± 2 yrs) were included in
the present study. Demographic and physiologic data relative to all in-
cluded patients stratified by the end point MACE are summarized in
Table 1.

Themean follow-up period was 2.7 ± 0.3 yrs. During this period, 41
patients (14.4%) suffered from a MACE. The remaining patients (n =
243) were censored when one of the following situations occurred:
first, renal transplantation (n = 181); second, loss of follow-up (n =
14) and third, non-cardiovascular death (n = 39). Finally, there were
9 patients MACE-free still on HD at the end of data collection. MACE di-
agnosis was performed between 3 months and 5 years after HD initia-
tion (3.4 ± 1.1 yrs).

3.2. SNPs distributions

All investigated variants were highly prevalent. Approximately, the
frequencies of homozygous for protective allele, heterozygous and ho-
mozygous for the risk allele genotypes were 25%, 50% and 25%, respec-
tively. Frequencies observed in the present study were in accordance
with reported allele frequencies in a Caucasian population [15,16] and
all of them did not significantly deviate from the Hardy-Weinberg
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equilibrium (P N 0.1). Genotype distribution for each polymorphism is
shown in Table 1 in Ref [30].

According to genetic localization data, the SNPs rs10757278,
rs4977574, rs10757274 and rs6475606 are closely linked. Pairwise
comparison using exact analysis of test disequilibrium yielded depar-
tures from independence for all pair of loci (r2 between 0.65 and 0.96,
P b 0.001), confirming linkage disequilibrium for the four SNPs (see
Table 2 and Fig. 1 in Ref [30]).

3.3. MACE-free survival analysis

KaplanMeier survival curves for each polymorphism alongwith the
signification of the log rank test by protective allele vs homozygosity for
the other allele are shown in Figs. 1–4 (there is one hash mark at each
censoring time).

For SNPs rs10757278, rs4977574 and rs10757274, homozygosity for
the risk allele (GG) showed a significantly higher risk of MACE (P =
0.0153, P= 0.0327 and P= 0.0464, respectively) than carriers for pro-
tective allele (AA or AG). For the SNP rs6475606, similar trend was ob-
served although not achieving statistical significance: patients

homozygous for the risk allele (TT) showed more MACE than carriers
for the protective allele (CC or CT) (P = 0.0883).

3.4. Cox's proportional hazard models

Relationship between MACE and ANRIL polymorphisms (homozy-
gous for risk allele) and covariateswere evaluated initially by univariate
Cox regression analysis (Table 2).We found statistically significant rela-
tionship between MACE and rs10757278, rs4977574, rs10757274, age,
sex, hypertension, previous MACE before starting on HD, diabetes
mellitus, renal transplantation and serum albumin concentration.

We tested for colinearity among statistically significant covariates in
the univariate models and found that diabetes mellitus was correlated
with age (r = 0.61), pre-existence of cardiovascular disease (r =
0.40) and renal transplantation (r = 0.60). Therefore, the only variable
that was kept in the model was diabetes mellitus because of its causal
role on the others.

To assess the influence of ANRIL SNPs on MACE we performed a
backward stepwise multivariate Cox regression analyses, adjusting for
the selected covariates (sex, hypertension, diabetes mellitus and albu-
min concentration). Diabetes mellitus was the only covariate that was
kept on the adjusted model (Table 3).

ANRIL polymorphism rs10757278 (GG) was the only one that
showed a significant relationship with MACE (P = 0.045, HR = 1.91)
in the multivariate model. Patients homozygous for the risk allele (GG
genotype) showed 1.91 (1.02–3.61) fold increased risk ofmajor adverse

Table 1
Baseline clinical and demographic characteristics of Total, MACE and MACE-free in hemodialysis patients.

Total n = 284 MACE-free n = 243 MACE n = 41

Mean (95% CI) Mean (95% CI) Mean (95% CI) P value

Age (years) 55.9 (54.0–57.7) 54.9 (52.9–56.9) 61.7 (57.7–65.6) 0.011
Sex (male) (%) 40.1 62.1 46.3 0.056
Hypertension (%) 67.6 65.4 80.5 0.057
MACE prior-HD (%) 23.2 18.5 51.2 b0.001
Diabetes Mellitus (%) 59.2 53.9 90.2 b0.001
Renal transplantation (%) 66.9 74.5 22.0 b0.001
Creatinine (μmol/L) 580.1 (552.2–608.0) 586.6 (555.4–617.8) 541.8 (486.0–597.7) 0.27
Albumin (g/L) 38.1 (37.5–38.8) 38.4 (37.7–39.1) 36.6 (34.7–38.5) 0.061
Calcium (mmol/L) 2.18 (2.15–2.22) 2.19 (2.15–2.24) 2.14 (2.06–2.22) 0.31
Phosphorous (mmol/L) 1.94 (1.85–2.03) 1.94 (1.84–2.04) 1.94 (1.72–2.15) 0.96
Cholesterol (mmol/L) 4.73 (4.58–4.88) 4.70 (4.53–4.87) 4.90 (4.51–5.29) 0.34
Ferritin (μg/L) 243.6 (189.7–297.5) 262.9 (195.3–330.5) 185.8 (115.1–256.4) 0.22
Hemoglobin (g/L) 102.8 (101.0–104.7) 102.8 (100.8–104.8) 103.1 (97.7–108.4) 0.92
Hemoglobin A1C (%) 6.7 (6.4–7.0) 6.5 (6.2–6.9) 7.1 (6.4–7.8) 0.10
Parathyroid hormone (pmol/L) 38.7 (31.7–45.7) 40.0 (31.6–48.4) 32.8 (24.5–41.1) 0.43

Continuous variables were expressed asmean and 95% CI: confidence interval, categorical variables were expressed as percentages to the entire study patients. P values in bold were sta-
tistically significant in the Student t-test or Chi-square test that compares MACE-free versus MACE cohort.

Table 2
Univariate Cox survival analyses of MACE in hemodialysis patients.

Variables HR (95% CI) P

rs10757278 (GG) 2.15 (1.14–4.01) 0.018
rs4977574 (GG) 1.95 (1.04–3.66) 0.036
rs10757274 (GG) 1.88 (1.00–3.55) 0.050
rs6475606 (TT) 1.72 (0.92–3.22) 0.092
Age 1.04 (1.01–1.06) 0.002
Sex (male vs female) 2.32 (1.24–4.34) 0.009
Hypertension 2.69 (1.18–6.12) 0.018
MACE prior-HD 2.83 (1.52–5.29) 0.001
Diabetes mellitus 6.22 (1.91–20.2) 0.002
Renal transplantation 0.17 (0.08–0.37) b0.001
Creatinine 1.00 (1.00–1.00) 0.15
Albumin 0.95 (0.90–0.99) 0.041
Calcium 0.61 (0.21–1.79) 0.37
Phosphorous 1.03 (0.61–1.75) 0.92
Cholesterol 1.13 (0.89–1.43) 0.32
Ferritin 1.00 (1.00–1.00) 0.64
Hemoglobin 1.01 (0.99–1.03) 0.35
Hemoglobin A1C 1.25 (0.97–1.60) 0.079
Parathyroid hormone 0.99 (0.97–1.01) 0.42

The SNP was introduced in the model as homozygous for the non-protective allele com-
pared with carriers for the protective allele.
HR hazard ratio, CI confidence interval, P values in bold were statistically significant.

Fig. 1. Kaplan-Meier survival curve for the rs10757278 AA/AG vs GG. Log rank test, P =
0.015.
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cardiovascular event than patients carrying the protective allele (AA or
AG genotype).

3.5. Logistic regression proportional odds model

We further assessed the influence of the ANRIL SNPs on MACE re-
gardless of the time elapsed between the initiation of HD and the
event. The logistic analysis adjusted by covariates showed that
rs10757278 (GG) and rs4977574 (GG) were significantly correlated
with MACE together with diabetes mellitus. In detail, for rs10757278,
patients homozygous for the risk allele (GG) had 2.17 (1.05–4.49) fold
increased risk of MACE than carriers of the protective allele (P =
0.037). The same occurred for rs4977574, as patients with the GG geno-
type had 2.28 (1.12–4.63) higher risk to suffer from aMACE than A-car-
rier patients (P = 0.023). The remaining SNPs (rs10757274 and
rs6475606) didn't achieve statistical significance but showed the same
trend in relation to MACE (P = 0.085 and P = 0.19).

In both statistical models, diabetes mellitus was more significant
than ANRIL SNPs and showed higher hazards ratios. Approximately, di-
abetic patients had 7-fold increased risk of MACE than non-diabetic
patients.

3.6. Risk stratification

Considering the Cox and logistic adjusted model for each polymor-
phism, diabetes mellitus and SNP rs10757278 showed the best associa-
tion with the study end point (MACE).

According to these two variables, patients were classified from
highest to lowest risk to MACE: GG-diabetes mellitus, A-diabetes
mellitus, GG-non diabetes mellitus and A-non diabetes mellitus. Using
Cox regression, hazard ratios were calculated relative to the group
displaying a higher risk of MACE (Table 4).

The first group showed 47% less MACE risk (P = 0.057), second
group 81% less risk (P = 0.11) and third group 91.5% less risk (P =
0.001) than GG - diabetes mellitus group.

4. Discussion

Cardiovascular mortality is 10 to 30 times higher in individuals with
ESRD than in the general population when matched for age, ethnic ori-
gin and gender. Particularly, theHDpopulation is at high risk for cardio-
vascular disease [2,7]. Recent findings from genome-wide association
studies have been pointing to novel disease-associated DNA regions,
opening doors for new and more accurate targets for research and fu-
ture therapies for several diseases. One of these new locus is the chro-
mosome 9p21, which was highlighted as the strongest genetic
susceptibility locus for cardiovascular disease [12,16,17,31–33].

Recent genome-wide association studies have identified a large an-
tisense non-coding RNA gene (ANRIL) as a genetic susceptibility locus
associated with coronary disease [15–18]. Many of the polymorphisms
in the 9p21 locus disrupt several predicted transcription factor binding
sites [13] suggesting that the locus expression is regulated by numerous
signaling pathways. In particular, some of these transcription factors are
involved in key physiological processes such as inflammation, RAS re-
sponse, and FOXO-Sirtuin-longevity signaling. ANRIL mediates the re-
sponse to at least two of these signaling pathways: STAT1 [13] and
RAS [34]. ANRIL locus is very complex since it encodes a high number
of ANRIL splicing isoforms [35,36]. The mechanism by which SNPs at
the ANRIL locus modify risk to MACE is currently unknown. It has
been described that these SNPs alter the profile of ANRIL splicing

Fig. 2. Kaplan-Meier survival curve for the rs4977574 AA/AG vs GG. Log rank test, P =
0.033.

Fig. 3. Kaplan-Meier survival curve for the rs10757274 AA/AG vs GG. Log rank test, P =
0.046.

Fig. 4.Kaplan-Meier survival curve for the rs6475606 CC/CT vs TT. Log rank test, P=0.089.

Table 3
Multivariate Cox survival analyses of MACE in hemodialysis patients.

Variables HR (95% CI) P

rs10757278 (GG) 1.91 (1.02–3.61) 0.045
Diabetes mellitus 5.85 (1.79–19.1) 0.003
rs4977574 (GG) 1.68 (0.90–3.15) 0.11
Diabetes mellitus 5.80 (1.77–18.9) 0.004
rs10757274 (GG) 1.56 (0.82–2.95) 0.17
Diabetes mellitus 5.79 (1.77–18.9) 0.004
rs6475606 (TT) 1.38 (0.73–2.60) 0.32
Diabetes mellitus 5.84 (1.78–19.2) 0.004

The SNP was introduced in the model as homozygous for the non-protective allele com-
pared with carriers for the protective allele.
HR hazard ratio, CI confidence interval, P values in bold were statistically significant.
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isoforms, at the transcriptional or splicing level or even generating cir-
cular forms of ANRIL [37], which in turnwould impact on the expression
of the neighbouring p15/CDKN2B-p16/CDKN2Ap14/ARF (INK4/ARF)
gene cluster, involved in the control of cell proliferation [38].

Association studies published so far are mainly performedwith gen-
eral population [16,17]. Up to now, regarding CKD, there is only one
study in renal transplant recipients [29] while the effect of ANRIL SNPs
on HD patients has not been explored yet. The current study shows,
for the first time, that ANRIL SNPs are related to the development of
major adverse cardiovascular events (MACE) in incident HD patients.

The specific allele frequencies of the four ANRIL SNPs studied
(rs10757278, rs4977574, rs10757274 and rs6475606) were in Hardy-
Weinberg equilibrium and comparable to previous reports [16–18,39].
In order to assess the tag-SNP best applicable for clinical application in
our population we test for linkage disequilibrium. We found a strong
linkage disequilibrium block between these four ANRIL SNPs, as it was
previously demonstrated [33]. Furthermore, from the 4 ANRIL SNPs
studied, the most representative with the outcome studied in our pop-
ulation was rs10757278, corroborating data described by Helgadottir
et al. [15]. We decided to gather genotypes in the cohort of carriers of
the protective allele and non-carriers (patients homozygous for the
risk allele) since their MACE-free curves were similar. Results showed
differences for studied SNPs when genotypes were classified in two
groups. For SNPs: rs10757278, rs4977574 and rs10757274 carriers of
A-allele (AA or AG)were compared to patients homozygous GG,where-
as for SNP rs6475606, carriers of C-allele (CC or CT) were compared
with the TT genotype. This classification of the protective and risk allele
is consistent with previous studies [15,16].

The results of our study confirm the previously reported associations
between these SNPs and MACE [40–42]. In addition, we extend these
findings, for the first time, to hemodialysis population. For the four
ANRIL SNPS studied (rs10757278, rs4977574, rs10757274 and
rs6475606) carriers of protective allele had lower MACE incidence
than homozygous patients for the risk allele. These results were sup-
ported by the univariate models for the COX regression showing a sig-
nificant relationship between rs10757278 (GG) (HR = 2.15),
rs4977574 (GG) (HR = 1.95) and rs10757274 (GG) (HR = 1.88) with
MACE. On the other hand, the SNP rs6475606 (TT) did not achieve sta-
tistical significance (P = 0.092). Therefore, non-carriers of the protec-
tive allele showed twice likelihood to suffer MACE than carriers. The
effect size seen in HD patients investigated in this study was in accor-
dance with that described in previous studies in non CKD cohorts pa-
tients [15,16].

Relevant cardiovascular risk factors in HD population [43] were an-
alyzed to minimize bias in our results. Age, previous CVD and renal
transplantation were correlated with presence of diabetes mellitus.
Aging is an important contributor to type 2 diabetes and CVD is a co-
morbidity variable also related to DM. Therefore, some diabetic patients
are not suitable candidates for renal transplant [44]. Consequently, the
only confounding variable included in the regression model was diabe-
tesmellitus because it is highly related with all the others. Based on Cox
regressionmultivariate analysis, only rs10757278 (GG) ANRIL polymor-
phism had a significant relevance with MACE (P = 0.045, HR = 1.91
(1.02–3.61)). Thus, GG patients showed a 1.91 times higher and earlier

risk of MACE than patients carrying the A allele. This result is in agree-
ment with findings from Assimes et al. [41] that found the strongest as-
sociation with this SNP rs10757278 (GG) and cardiovascular artery
disease and Do R et al. [42] that showed association with myocardial
infarction.

On the other hand,when logistic regressionwas performed to assess
the correlation between ANRIL SNPs and MACE regardless of time,
rs10757278 (GG) and rs4977574 (GG) achieved statistical significance.
Therefore, in accordancewith studies byMelk et al., GG patients had ap-
proximately twice risk for MACE during HD period compared to A car-
riers. In contrast, there are studies that found statistical relationship
between rs10757274 or rs6475606 and MACE. Foroud et al. [20]
showed a relationship between rs6475606 and intracranial aneurysms
and Ro Do et al. [42] found association between rs10757274 and myo-
cardial infarction. Our results show the same trends but probably,
higher sample size is needed to achieve statistically significance. More-
over, these SNPs are in linkage disequilibrium and inherited in block. In
bothmodels (Cox and logistic), diabetesmellitus achieved strong statis-
tical power and higher hazards ratios when it was compared with SNPs
data. In fact, diabetesmellitus has been recognized as amajor risk factor
for atherosclerosis with a complex pathogenesis involvingmultiple bio-
logical processes [45].

Given the strong correlation between diabetes andMACE, we lead to
better understanding the role of ANRIL SNPs in this relationship. After
stratification of the population according to the SNP together with the
diabetes status, we concluded that rs10757278 polymorphism added
prognostic information to previously established risk factors for cardio-
vascular disease like diabetes mellitus. Therefore, among DM popula-
tion on HD, non-carriers of protective allele (GG) the susceptibility to
MACE is particularly higher than in carriers of the protective allele (A),
allowing to stratify patients into different levels of MACE risk. This find-
ing corroborates the results described byMelk et al. in renal allograft re-
cipients [29].

Only expression of ANRIL isoforms containing exons proximal to the
INK4/ARF locus has been correlatedwith risk of arteriosclerotic vascular
disease [37]. Thus, protective allele A of rs10757278 affects splicing of
ANRIL transcripts since it inhibits skipping of exon 15 and promotes
the production of cANRIL species (endogenous circular RNA structures)
ending in exon 14 [37]. In addition, the atherosclerotic risk allele at
rs10757278 decreases expression of ANRIL and the coding INK4/ARF
transcripts that regulate cell division, although the mechanism by
which such distant genetic variants influence INK4/ARF tumor suppres-
sor locus expression is unknown [37]. Thus, the mechanism linking
ANRIL polymorphism and MACE may be related with changes in
ANRIL structure and INK4/ARF regulation. Interestingly, Jarinova et al.,
demonstrated that the 3' end region of ANRIL and its neighbouring
intergenic region, which included some of the risk SNPs, had activity
as a transcriptional enhancer and could impact on the expression of
short/long ANRIL isoforms [46]. It is tempting to speculate that these
short/long isoforms could differentially interact with the polycomb re-
pressive complexes to differentially regulate the chromatin structure
around the INK4/ARF locus [47]. Unfortunately, we could not examine
the relationship between ANRIL SNPs and relative expression levels in
the tissue, because specimens were not available.

In summary, the major finding of this study was that rs10757278
ANRIL SNP, as a representative of a strong linkage disequilibrium
block, showed significant genotypic associationwithmajor adverse car-
diovascular events (MACE) in patients on HD. Positive associations be-
tween ANRIL SNP and MACE remained even after adjustment for other
risk factors for MACE as DM.We found an adding effect between diabe-
tes mellitus and ANRIL SNP rs10757278 that improved the patient risk
stratification. This study is the first showing that the associations of
ANRIL SNPs with MACE are also applicable in incident patients on HD.
Further studies will need to assess the clinical benefits (or the contribu-
tion) of ANRIL polymorphisms in the management of MACE in HD
population.

Table 4
Cox's regression analyses for risk stratification of MACE by diabetes mellitus and
rs10757278 genotype in hemodialysis patients.

Groups HR (95% CI) P

A-diabetes mellitusa 0.528 (0.273–1.018) 0.057
GG-non diabetes mellitusa 0.190 (0.025–1.451) 0.11
A-non diabetes mellitusa 0.085 (0.020–0.376) 0.001

HR hazard ratio, CI confidence interval, P values in bold were statistically significant.
a Compared with GG-diabetes mellitus group.
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SUMMARY

Cardiovascular disease is the leading cause of morbidity and mortality in
kidney transplant recipients. Several single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) in the ANRIL gene pathway have been associated with cardiovascu-
lar events (CE). The main objective was to ascertain whether ANRIL
(rs10757278) and CARD8 (rs2043211) SNPs could mediate susceptibility to
CE. This was an observational follow-up cohort study of renal transplant
recipients at Bellvitge University Hospital (Barcelona) from 2000 to 2014.
A total of 505 recipients were followed up until achievement of a CE.
Patients who did not achieve the endpoint were followed up until graft
loss, lost to follow-up or death. Survival analysis was used to ascertain
association between genetic markers, clinical data, and outcome. Fifty-three
patients suffered a CE after renal transplantation. Results showed a signifi-
cant association between ANRIL SNP and CE. Homozygous GG for the
risk allele showed higher risk for CE than A carriers for the protective
allele [HR = 2.93(1.69–5.11), P < 0.0001]. This effect was maintained
when it was analyzed in combination with CARD8, suggesting that CARD8
SNP could play a role in the ANRIL mechanism. However, our study does
not clarify the molecular mechanism for the CARD8 SNP regulation
by ANRIL. ANRIL SNP may predispose to the development of CE after
successful kidney transplantation.
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ANRIL gene, cardiovascular event, chronic kidney disease, renal transplant recipients, single-
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Introduction

Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of

morbidity and mortality in kidney transplant recipients

[1]. Approximately, 40% of patients have a cardiovascu-

lar event 3 years after transplantation [2]. Conventional

risk factors for CVD, such as hypertension, diabetes

mellitus, hyperlipidemia, obesity, and tobacco use, con-

tinue to be important in renal transplant recipients [3].

However, currently, it is accepted that the morbidity

and mortality from CVD are not entirely considered by

these conventional risk factors [3,4]. Time on dialysis,
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uremia, serum creatinine, anemia, alterations in the cal-

cium and phosphate metabolism or even immunosup-

pression, especially calcineurin inhibitors, exacerbate the

probability of developing diabetes, graft dysfunction,

dyslipidemia, and hypertension, all of which increase

cardiovascular morbidity [5–7].
Worldwide, stroke is one of the main causes of mor-

bidity and mortality of cardiovascular disease [8], and it

is caused by both genetic and environmental factors.

Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) at the 9p21

locus in chromosome 9 were found to be associated

with both coronary artery diseases and ischemic stroke

by genome-wide association studies (GWAS) [9,10].

The 9p21 locus contains a long noncoding RNA

(LncRNAs), called ANRIL (Antisense Noncoding RNA

in the INK4 Locus), which is believed to participate in

gene regulation [11,12]. ANRIL SNPs have been associ-

ated with cardiovascular and all-cause mortality [13]

and CVD morbidity in the general population. Different

studies have described their participation in several

pathologies such as myocardial infarction [14], coronary

heart disease [15–17], ischemic stroke [18], or intracra-

nial aneurysm susceptibility [19]. However, the infor-

mation regarding chronic kidney disease (CKD) patients

is limited. Until now, few studies have reported the role

of ANRIL SNPs in CKD. Our previous work described,

for the first time, a strong correlation between four

ANRIL SNPs and major adverse cardiovascular events

(MACE) in hemodialysis population [20]. Furthermore,

the most representative polymorphism of the

four ANRIL SNPs studied (rs10757278, rs4977574,

rs10757274, and rs6475606) with the outcome analyzed

in our population was ANRIL SNP rs10757278, corrob-

orating the data described by Helgadottir et al. [14]. In

the renal transplant field, only one study has confirmed

the association of ANRIL SNPs with cardiovascular

death [21].

Mechanisms by which ANRIL regulates downstream

genes such as CARD8 (caspase activation and recruit-

ment domain 8) are not yet fully understood. However,

it has been suggested that ANRIL SNP rs10757278 dis-

rupts a binding site for the inhibitory transcriptional

factor STAT1 [22]. The STAT1 signaling pathway medi-

ates an inflammatory response through the stimulation

of interferon gamma, and therefore, it has been sug-

gested that ANRIL may play a role in inflammatory

responses and atherosclerosis [23].

CARD8 encodes a component of innate immunity

involved in the suppression of nuclear factor kB (NF-

KB). This leads to the suppression of an immune

response and inflammatory activity processes which

otherwise occur through the NLRP3 inflammasome

relationship [24]. The SNP rs2043211 of CARD8

changes cysteine to a premature termination codon,

thus yielding a truncated protein, which influences the

protein function [25,26]. Previous investigations have

studied the relationship of the CARD8 SNP with

different inflammatory diseases including cardiovascular

disease: myocardial infarction [27], coronary atheroscle-

rosis [27,28] and also with ischemic stroke [23].

However, conclusions are confusing and renal trans-

plant recipients have never been studied in this

context.

In the present study, we hypothesize that ANRIL SNP

rs10757278 and CARD8 SNP rs2043211 could mediate

susceptibility to cardiovascular events in renal transplant

recipients.

Materials and methods

Patient population and study design

This is an observational follow-up cohort study focused

on the incidence of cardiovascular events and its corre-

lation with genetic markers in renal transplant recipi-

ents.

The study was performed in accordance with the eth-

ical standards laid down in the 2000 Helsinki Declara-

tion and was approved by the Research Ethics

Committee. All included patients gave written informed

consent to take part in the study (PR 155/15). Further-

more, this study was conducted according to the

“Strengthening the Reporting of Observational Studies

in Epidemiology” guidelines.

A total of 1466 patients had kidney transplantation

from January 2000 to December 2014 at Bellvitge

University Hospital (Barcelona). Exclusion criteria for

this study included loss of functioning graft before

3 months posttransplantation, multi-organ transplanta-

tion, or re-transplantation. Patients eligible but not

recruited were those whose DNA was not available or

with and incomplete clinical database. Furthermore,

some patients were not assessed for eligibility because

they missed invitation to participate or they declined to

be invited. Finally, the study population consisted of

505 renal recipients. Patient data were retrospectively

collected from patients’ charts, and there were no miss-

ing data. All patients were treated with conventional

immunosuppressive drug regimen consisting of oral

tacrolimus, cyclosporine, or sirolimus in combination

with mycophenolate mofetil. Induction therapy varied

depending on the perceived immunological risk and
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was also used for kidneys coming from extended criteria

donors. Induction therapy, basiliximab, or daclizumab

were used in the case of increased immunological risk.

In addition, all patients received intra-operative gluco-

corticoids according to local protocol.

Definition of clinical variables

Demographic characteristics (age, gender, ethnicity, and

body mass) of the patients were recorded the day of the

renal transplant. The cause of end-stage renal disease

(ESRD), dialysis status (predialysis, hemodialysis, or

peritoneal dialysis), time on dialysis, hypertension, dia-

betes mellitus, smoking, pre-existence of cardiovascular

disease, date of renal transplant, type of transplant

(death donor or living donor), number of HLA-AB and

HLA-DR mismatches, donor age and sex, cold ischemia

time, and immunosuppressive treatment were also eval-

uated the day of the renal transplant.

Clinical outcome variables assessed as acute tubular

necrosis, clinical acute rejection episodes, de novo dia-

betes mellitus, and graft loss were recorded after trans-

plantation. Graft loss was defined as return to dialysis

or re-transplantation. Furthermore, estimated glomeru-

lar filtration rate (eGFR) and cholesterol were recorded

3 months postrenal transplantation. eGFR was calcu-

lated using the CKD-EPI formula (Chronic Kidney Dis-

ease Epidemiology). Finally, proteinuria data (g/l) were

collected a year after renal transplantation.

The endpoint of the study was defined as an occur-

rence of a cardiovascular event. For a deeper analysis,

cardiovascular events were classified into two sub-types:

ischemic stroke and myocardial event (comprising both

myocardial infarction and unstable angina). A sub-study

analyzing mortality as an endpoint was also developed.

Mortality was classified as cardiovascular mortality and

overall mortality.

All patients were followed up until the endpoint was

achieved. The follow-up was stopped in case of graft

loss, lost to follow-up, death, or the end of data collec-

tion, which was January 31, 2017.

SNP genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood of

patients using the Wizard� Genomic DNA Purification

Kit (Promega Corporation, Sydney, Australia) and was

stored at �80 °C.
Genotyping of the ANRIL SNP rs10757278 and CARD8

SNP rs2043211 was carried out using TaqMan SNP Geno-

typing Assay (assays ID: C_11841860_10 and

C_11708080_1, respectively; Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA) in 384-well plates that included positive

and negative controls. Real-time PCRs were carried out on

the 7900HT Fast Real-time PCR System, Applied Biosys-

tems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), fol-

lowing standard recommendations. Briefly, 0.5 ll assay
mix was mixed with 5 ll iTaq Universal Probes Supermix

(part no. 172-5130), 1 ll genomic DNA (10–20 ng/ll),
and 3.5 ll water (B. Braun, Barcelona, Spain). The result-
ing mixture was heated to 50 °C for 2 min and 95 °C for

10 min in the thermal cycler. This was then followed by 40

cycles of denaturization at 95 °C for 15 s and annealing/

extending at 60 °C for 1 min. Samples were genotyped in

CCiT (Centres Cient�ıfics i Tecnol�ogics) at University of

Barcelona, Campus Bellvitge.

Statistical analysis

Descriptive analyses were performed to summarize the

baseline data and the demographic characteristics for

both transplant renal patients with and without a car-

diovascular event.

Allele frequency distribution was tested for Hardy–
Weinberg equilibrium. Linkage study between both

SNPs (ANRIL rs10757278 and CARD8 rs2043211) was

performed using the Chi-square test.

Survival analyses consisted in a comparison by log-

rank test of Kaplan–Meier survival curves stratified by

genotypes. In addition, Cox’s proportional hazard mod-

els were employed to analyze the relationship between

SNPs and the time elapsed until each endpoint took

place.

The covariance matrix estimates (VCE) were used to

test for collinearity (r > 0.4). Finally, noncollinear

covariates were kept to perform a backward stepwise

analysis to build the final multivariate model.

On the other hand, the synergy of both SNPs was

studied stratifying patients in three groups: carriers for

the four risk alleles (GG ANRIL and AA CARD8),

remaining carriers for both SNPs, and finally, all the

other genotypes. Statistical calculations were performed

with STATA 12.0 software. The level of significance was

set at P < 0.05.

Results

Characteristics of the study population

A total of 505 adult renal transplant recipients from a

deceased or a living kidney donor (mean age

51.9 � 13.9 years) were included in the present study.
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Characteristics of the population stratified by cardiovas-

cular event are displayed in Table 1. Warm ischemia

time was under 45 min in all cases. The majority of

renal transplant patients (87%) had panel reactive anti-

bodies (PRA) lower than 10%.

All patients were treated with conventional immuno-

suppressive drug regimen consisting of a calcineurin inhi-

bitor (CNI) [tacrolimus (71%) or cyclosporine (17%)] or

mTOR inhibitor [sirolimus (11%) or everolimus (5%)] in

combination with mycophenolate mofetil (92%). Addi-

tional antibody induction therapy was used in 92% of the

patients, which consisted of anti-thymocyte globulin

(ATG) (34%), basiliximab (51%), or daclizumab (7%).

At the moment of the renal transplantation, 86

patients were diabetic and the diabetic nephropathy was

the main cause of end-stage renal disease in 78% of

these patients. At the end of the study, 61 new patients

developed diabetes mellitus (15%).

Genotyping results

Allelic frequencies of the SNPs investigated in the 505

recipients are shown in Table 2. Frequencies observed

in the present study were in accordance with reported

allele frequencies in a Caucasian population. All patients

were of Caucasian ethnicity.

All investigated variants were highly prevalent. The

frequencies of the AA, AG, and GG ANRIL genotypes

were 22.6%, 50.7%, and 26.7%, respectively. The AA,

AT, and TT CARD8 genotypes were observed in 43.3%,

45.5%, and 11.2% of patients, respectively. When com-

bining both ANRIL and CARD8 allelic statuses, the fre-

quency of the GG ANRIL plus AA CARD8 was 11.5%.

The genotyping data for ANRIL SNP rs10757278 and

for CARD8 SNP rs2043211 did not deviate from the

Hardy–Weinberg equilibrium in our population

(Table 2). A pairwise comparison using the exact test

disequilibrium analysis yielded no indication of allelic

dependence (P = 0.59) between our two SNPs in study.

ANRIL and CARD8 SNPs and cardiovascular events

The follow-up period ranged from 3 months to

15.8 years, and the mean follow-up was 5.7 years.

Throughout this period, 53 patients (10%) suffered a

cardiovascular event (20 patients had an ischemic stroke

and 33 patients had a myocardial event). The remaining

patients (n = 452) were censored: 101 grafts were lost

(44 returned to dialysis and 57 died with a functioning

graft), seven patients dropped out, and 344 patients

were cardiovascular event–free at the end of data

collection. The first cardiovascular event occurred at an

average period of 4.5 years after renal transplant.

Kaplan–Meier survival curve for ANRIL polymor-

phism rs10757278 showed statistical significance in the

log-rank test comparing carriers of the protective allele

(AA or AG) versus homozygotes for the risk allele (GG)

(Fig. 1). Patients with the GG genotype showed a signif-

icantly higher risk of cardiovascular events than AA or

AG (P = 0.0003). Additionally, we carried out a strati-

fied analysis by type of cardiovascular event: ischemic

stroke or myocardial event (myocardial infarction and

unstable angina) (Figs 2 and 3). We observed that even

though GG patients were significantly associated with

both types of cardiovascular events, ischemic stroke

(P = 0.0008) showed a stronger association with the

ANRIL polymorphism rs10757278.

Relationship between cardiovascular events and ANRIL

polymorphism was evaluated by univariate Cox regression

analysis [HR = 2.65 (1.54–4.58), P < 0.001]. We found

collinearity between eGFR CKD-EPI and gender

(r = �0.7458), and between renal recipient age and donor

age at renal transplantation (r = �0.6493). eGFR CKD-

EPI and renal recipient age were introduced in the multi-

variate model, together with the noncollinear covariates,

according to its stronger association with cardiovascular

events.

After adjustment for covariates, the ANRIL polymor-

phism showed a significant relationship with cardiovas-

cular events [HR = 2.93 (1.69–5.11), Padj < 0.0001]

(Table 3). Patients homozygous for the risk allele (GG)

showed a 2.93-fold higher risk of suffering a cardiovas-

cular event than patients carrying the protective allele

(AA or AG genotype).

When cardiovascular events were studied separately

(ischemic stroke and myocardial event), univariate Cox

also showed a stronger association between ANRIL SNP

and ischemic stroke [HR = 4.09 (1.67–9.99), P = 0.002]

than with a myocardial event [HR = 2.02 (0.99–4.10),
P = 0.053]. After adjustment for the covariates in the

multivariate Cox analysis (Table 3), ischemic stroke

[HR = 4.43 (1.81–10.85), Padj = 0.001] and myocardial

events [HR = 2.27 (1.10–4.67), Padj = 0.026] remained

significant.

Regarding CARD8 polymorphism, no association was

observed between CARD8 SNP rs2043211 and cardio-

vascular events either in Kaplan–Meier curves (P log-

rank test = 0.324) or in Cox univariate survival analysis

[HR = 1.32 (0.76–2.30), P = 0.326].

To study the synergistic effect of ANRIL and CARD8

polymorphisms, risk alleles were combined. Patients carry-

ing the four risk alleles—ANRIL (GG)/CARD8 (AA)—have
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a 2.30-fold higher risk of suffering a cardiovascular event

than patients carrying any other genotype combinations

[HR = 2.30 (1.20–4.41), P = 0.012] as is shown in Fig. 4.

The stratified analysis showed a significant relation-

ship only between ANRIL/CARD8 SNPs and ischemic

stroke [HR = 3.04 (1.17–7.91), P = 0.023]. Myocardial

events did not achieve significance [HR = 1.85 (0.75–
4.55), P = 0.180].

Moreover, the presence of the protective CARD8 SNP

rs2043211 T allele in the ANRIL SNP rs10757278 risk

group (GG) seemed to counteract the effect of ANRIL

SNP rs10757278 itself [HR = 2.06 (0.99–4.29),
P = 0.052]. On the contrary, when the protective T

allele of CARD8 SNP rs2043211 was not present, the

risk genotype GG of ANRIL maintained its statistical

significance [HR = 2.67 (1.35–5.27), P = 0.005] rein-

forcing the protective role of CARD8 T allele.

ANRIL and CARD8 SNPs and exitus

The follow-up period ranged from 3 months to

15.8 years, and the mean follow-up was 6.0 years.

Table 1. Demographic and clinical data of all patients, cardiovascular event and cardiovascular event-free transplant
recipients.

All patients
n = 505

Cardiovascular event-free
n = 452

Cardiovascular event
n = 53 P value

Cause of ESRD (%)
Diabetes 13 12 25 0.150
Glomerular 27 27 26
Interstitial 12 13 8
Polycystic kidney disease 13 13 8
Vascular 9 9 8
Other 26 26 26

Recipient sex (male) (%) 66.1 65.7 69.8 0.55
Recipient age (years) 51.9 � 13.9 51.1 � 13.9 57.9 � 12.2 0.0008
BMI (kg/m2) 25.7 � 4.3 25.5 � 4.1 26.7 � 5.1 0.0536
Hypertension (%) 79.7 80.1 76.1 0.526
Smoke (%)

Non 52 53 48 0.275
Yes 19 18 29
Ex-smoker 29 30 23

Diabetes mellitus pre-RT (%) 17.0 14.4 39.6 <0.0001
Dialysis time (years) 2.6 � 3.0 2.5 � 2.7 3.1 � 4.4 0.2422
Dialysis status (%)

Hemodialysis 81 79 94 0.240
Peritoneal 12 13 6
Predialysis 7 8 0

Cardiovascular disease pre-RT (%) 10.7 8.4 30.2 <0.0001
Donor sex (male) (%) 60.1 59.2 67.9 0.22
Donor age (years) 51.7 � 16.5 51.8 � 16.2 50.6 � 18.7 0.5988
DD/LD 458/47 405/47 51/2 0.067
HLA-AB mismatches 0/1/2/3/4 20/27/161/206/91 16/24/146/185/81 4/3/15/21/10 0.5501
HLA-DR mismatches 0/1/2 107/325/73 97/290/65 10/35/8 0.6854
Cold ischemia time (min) 16.7 � 7.8 16.5 � 8.0 18.1 � 5.1 0.1513
Acute tubular necrosis (%) 26.8 27.7 19.2 0.193
Clinical acute rejection (%) 17.7 17.5 19.6 0.73
eGFR CKD-EPI 3 months (ml/min/1.73 m2) 48.5 � 21.6 49.0 � 22.0 44.3 � 16.9 0.1318
Proteinuria one year (g/l) 0.45 � 1.55 0.46 � 1.62 0.42 � 0.53 0.8921
Cholesterol 3 months (mmol/l) 4.35 � 1.07 4.35 � 1.09 4.30 � 0.83 0.7636
Diabetes mellitus (%) 29.1 27.4 43.4 0.016

DD, deceased donor; ESRD, end-stage renal disease; LD, living donor; RT, renal transplant.

Continuous variables were expressed as mean � SD (standard deviation). Categorical variables were expressed as percentages
to the entire study patients. P values in bold were statistically significant in the Student t test or Chi-square test that compared
cardiovascular event versus cardiovascular event-free cohort.
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Throughout this period, 82 deaths (16%) were

recorded, of which only 21 (4%) took place as a conse-

quence of cardiovascular disease. During the follow-up,

seven patients dropped out and 416 patients finished

the data collection.

In univariate Cox analysis, no significant association

was found between ANRIL SNP rs10757278 and all-

cause mortality (P = 0.139) nor with cardiovascular exi-

tus (P = 0.761). Furthermore, no association was

observed between the CARD8 SNP rs2043211 and all-

cause mortality (P = 0.155) nor cardiovascular exitus

(P = 0.286).

Discussion

ANRIL SNP has been related with a higher risk of

developing cardiovascular events. This study explores its

role in renal transplant patients. It analyzes the post-

transplant incidence of cardiovascular events in a cohort

of 505 renal transplant recipients, and it assesses the

relationship between ANRIL and CARD8 polymor-

phisms and the occurrence of a cardiovascular event.

The incidence of cardiovascular events after renal trans-

plant was 10% in our population. These results are in

accordance with those of a previously published report

by the US Renal Data System, where nearly 11–12% of

a long cohort of patients had a cardiovascular event

3 years after transplantation [2]. Considering the fact

that CVD is one of the major causes of death and dis-

ability in renal transplant patients, the identification of

risk factors for CVD is crucial to prevent graft failure

[4].

The comparison between Kaplan–Meier survival

curves according to the genotype of the ANRIL SNP

rs10757278 showed that a genetic variation in the

Table 2. Genotype distributions of the polymorphisms
(%) and P Hardy–Weinberg disequilibrium test.

AA AG GG

ANRIL rs10757278 A/G
All patients (n = 505)* 22.6 50.7 26.7
Cardiovascular event-free (n = 452) 22.8 52.9 24.3
Cardiovascular event (n = 53) 20.7 32.1 47.2

AA AT TT

CARD8 rs2043211 A/T
All patients (n = 505)** 43.3 45.5 11.2
Cardiovascular event-free (n = 452) 42.7 46.2 11.1
Cardiovascular event (n = 53) 49.1 39.6 11.3

P valuefor Fisher’s exact test (Hardy–Weinberg disequilibrium
test): *P = 0.94 and **P = 0.95.

Figure 1 Kaplan–Meier survival curve for cardiovascular events for

the ANRIL SNP rs10757278 AA/AG versus GG. Log-rank test,

P = 0.0003.

Figure 2 Kaplan–Meier survival curve for ischemic stroke for the

ANRIL SNP rs10757278 AA/AG versus GG. Log-rank test,

P = 0.0008.

Figure 3 Kaplan–Meier survival curve for myocardial event for the

ANRIL SNP rs10757278 AA/AG versus GG. Log-rank test, P = 0.048.
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ANRIL gene was associated with cardiovascular events

in the whole cohort as well as in the general population

[14–16]. Specifically, the variant GG allele in ANRIL

polymorphism correlated with a high risk for a cardio-

vascular event to occur in renal transplant recipients.

Among cardiovascular events, ischemic strokes showed

the strongest association with ANRIL SNP rs10757278

in comparison with myocardial events. These results are

supported by the univariate model for Cox regression

where homozygous patients GG for ANRIL SNP

rs10757278 showed a higher risk of a cardiovascular

event occurring than AA or AG patients, confirming the

findings of studies focusing on the general population

[14–16,29–35]. Moreover, the hazard ratio was higher

(HR = 4.09) when only ischemic stroke was considered

compared with both multiple event types (HR = 2.65).

There are several studies showing that ANRIL is asso-

ciated with increased risk of coronary atherosclerosis,

carotid arteriosclerosis, peripheral artery disease, and

other vascular diseases [36–39]. ANRIL is expressed in

cells that play a critical role in atherogenesis, and

although the molecular mechanism is not well estab-

lished, it has been described that platelet reactivity and

bone marrow megakaryopoiesis can be increased. Plate-

let production and activation may predispose to arterial

thrombosis, suggesting an explanation, for the associa-

tion of ANRIL SNP and cardiovascular events [40].

However, as a long noncoding RNA, ANRIL may play

its role in atherosclerotic processes by influencing the

expression of other genes such as CARD8 [23]. It seems

that the risk allele of ANRIL SNP rs10757278 disrupts a

binding site for transcription factor STAT1 [22] mediat-

ing inflammatory responses.

Several epidemiological studies have identified factors

associated with an increase of cardiovascular disease

after kidney transplantation [41–43]. These studies sug-

gest that the cardiovascular risk factors for the general

population (e.g., old age, prior cardiovascular disease,

diabetes, smoking, blood pressure, BMI, and glomerular

filtration rates estimated with the CKD-EPI) are predic-

tive of events in the transplant population. Moreover, it

is shown that the episodes of acute rejection during the

first year after transplantation are associated with a

major risk [41,42]. Particularly, diabetes mellitus has

been recognized as a major risk factor for atherosclero-

sis with a complex pathogenesis involving multiple bio-

logical processes. Moreover, immunosuppressant

treatments, especially tacrolimus and steroids, have been

associated with an increased risk of posttransplantation

diabetes mellitus [44,45]. At the end of our study, 15%

of recipients developed de novo diabetes mellitus. New-

onset diabetes mellitus after transplantation occurs pri-

marily in the first 3–6 months posttransplant and

increases the risk of cardiovascular events, graft rejec-

tion and lessens the probability of patient survival

[46,47].

In the current study, these risk factors were analyzed

as covariates associated with cardiovascular events in

the multivariate Cox analysis to minimize bias. We

found association between the ANRIL SNP rs10757278

and cardiovascular events, mainly due to ischemic

Figure 4 Kaplan–Meier survival curve for cardiovascular events for

the synergy between ANRIL SNP rs10757278 and CARD8 SNP

rs2043211. Homozygous for both alleles (GG + AA), remaining carri-

ers for the ANRIL SNP in combination with carriers for CARD8 SNP

(GG + AT, AG + AA/AT), and all other genotypes (GG+TT, AG + TT,

AA + AA/AT/TT). Log-rank test, P = 0.0360.

Table 3. Multivariate Cox survival analysis of
cardiovascular event, ischemic stroke and myocardial

event in transplant recipients.

HR (95% CI) P value

Cardiovascular event
ANRIL rs10757278 (GG) 2.93 (1.69–5.11) <0.0001
Recipient age (years) 1.06 (1.03–1.09) <0.0001
BMI (kg/m2) 1.05 (0.99–1.13) 0.122

Ischemic stroke
ANRIL rs10757278 (GG) 4.43 (1.81–10.85) 0.001
Recipient age (years) 1.07 (1.02–1.11) 0.002

Myocardial event
ANRIL rs10757278 (GG) 2.27 (1.10–4.67) 0.026
Recipient age (years) 1.06 (1.02–1.09) 0.001
BMI (kg/m2) 1.06 (0.97–1.15) 0.217

BMI, body mass index; CI, confidence interval; HR, hazard
ratio.

ANRIL SNP was introduced in the model as homozygous for
the non-protective allele (GG) compared with carriers for the
protective allele. P values in bold were statistically significant.
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stroke rather than myocardial infarction. In this sense,

our results concluded that homozygous GG patients

showed a 4.43-fold higher risk of an ischemic stroke

event than patients carrying the protective A allele.

These results are in agreement with those reported in

the literature where the role of ANRIL SNP in ischemic

stroke is well described. Recent meta-analysis [48,49]

demonstrated that the rs10757278 SNP in ANRIL gene

was a risk factor for developing ischemic stroke, partic-

ularly large-vessel strokes but not small-vessel or car-

dioembolic strokes. Our findings and previously

reported studies suggest that ANRIL variants may exert

more general effects on arterial wall function, such as

vascular remodeling and/or repair, which is common in

coronary heart disease and large-vessel stroke. However,

there are other studies that did not find any correlation

between ANRIL SNP and ischemic stroke [50,51]. The

current study is the first that has found an association

between ischemic stroke and cardiovascular events with

ANRIL SNP rs10757278 in renal transplant recipients.

Furthermore, ANRIL regulates the expression of mul-

tiple genes, including CARD8 [23]. Bai et al. showed

that knockdown of ANRIL expression decreased CARD8

expression and, on the contrary, overexpression of

ANRIL increased CARD8 expression. Moreover, CARD8

is the only ANRIL downstream gene which has been

proven to increase in expression in atherosclerotic

lesions from carotid artery plaque tissue in renal trans-

plant donors with ischemic cerebrovascular events [27].

Thus, we aimed to identify the influence of CARD8

SNP rs2043211 on ANRIL SNP rs10757278 and also

assess the association between CARD8 SNP rs2043211

and cardiovascular events, ischemic stroke, and myocar-

dial events in our population.

CARD8 negatively regulates nuclear factor KB activa-

tion, caspase 1-dependent interleukin-1beta secretion,

and apoptosis, finally reducing the inflammatory

response [52]. The CARD8 SNP rs2043211 results in an

A to T transversion that changes codon 10 into a stop

codon in CARD8 mRNA (Cys10Stop). Previous studies

showed that homozygotes for the stop codon T allele

could reduce the expression of CARD8 and could

impair the nuclear factor KB-inhibiting property of

CARD8 [53]. Paramel et al. [27] also showed that the

minor allele was associated with lower expression of

CARD8 in the plaques, suggesting that low levels of

functional CARD8 protein may promote inflammation.

On the contrary, carriers of the minor T allele of the

CARD8 SNP rs2043211 also displayed lower circulating

C-reactive protein and lower levels of the pro-athero-

sclerotic chemokine MCP-1 [27]. Despite the fact that

there are contradictory results regarding the risk allele

[28] for the CARD8 SNP rs2043211, our results are in

concordance with other authors [23,27] reporting the T

allele as the risk allele.

Regarding CARD8 SNP, we did not find any associa-

tion between the CARD8 SNP rs2043211 and cardiovas-

cular events, ischemic stroke, or myocardial events.

These findings are not in concordance with Bai et al.

[23] who demonstrate an association between the

CARD8 SNP rs2043211 and ischemic stroke in two

independent Chinese Han populations. However, they

did not find significant association with cardiovascular

artery disease, in concordance with our results. On the

other hand, Paramel et al. [27] did not find any signifi-

cant association between the CARD8 SNP rs2043211

and myocardial infarction in two independent cohorts.

Moreover, in a Spanish cohort with rheumatoid arthri-

tis, Garc�ıa-Berm�udez et al. [25] did not find any evi-

dence for the role of CARD8 SNP rs2043211 in the

development of cardiovascular events.

Regarding the ANRIL SNP mechanism, considering

that ANRIL and CARD8 SNPs were not in linkage dis-

equilibrium, the combined effect of ANRIL and

CARD8 SNPs was also studied. In this sense, patients

carrying four risk alleles (ANRIL GG and CARD8 AA)

had a 2.30-fold higher risk of a cardiovascular event

occurring than those patients who were carriers of any

other genotype. In particular, the most important effect

was found to be in relation to ischemic stroke

(HR = 3.04). As CARD8 alone did not show any rela-

tionship with cardiovascular events, it was expected

that the combination of both SNPs would restrain the

effect shown by ANRIL alone. However, the effect of

the ANRIL SNP rs10757278 was maintained when

ANRIL was analyzed in combination with CARD8, sug-

gesting that CARD8 SNP rs2043211 could play a role

in the ANRIL SNP rs10757278 mechanism. This find-

ing is in accordance with Bai et al. [23] who propose

that ANRIL acts as an important modulator for expres-

sion of its downstream gene CARD8. The detailed

mechanism by which ANRIL regulates CARD8 expres-

sion remains to be identified but it has been suggested

that long noncoding RNAs could have a novel role for

Alu elements in epigenetic gene regulation [35]. This is

the first study combining ANRIL and CARD8 SNPs in

renal transplant population. However, one potential

limitation of our study is that it does not clarify the

precise underlying molecular mechanism for the regu-

lation of CARD8 SNP by ANRIL. Furthermore, even

though we do not suspect of any source of bias, our

findings should be validated with an independent
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cohort to confirm applicability to other renal trans-

plant recipients’ populations.

In summary, our findings suggest that the ANRIL

SNP rs10757278 shows significant genotypic association

with cardiovascular events, in particular with ischemic

stroke, in renal transplant recipients. ANRIL could be

used as a genetic marker to stratify patients according

to their cardiovascular risk. These patients represent a

high-risk group, and they should be followed carefully

and probably treated more aggressively with statins and

particularly with antiplatelet agents given the relation-

ship between ANRIL and platelet reactivity in cardiovas-

cular events complications. However, further studies are

needed to demonstrate properly that such interventions

can reduce the risk of cardiovascular events in patients

carrying the ANRIL SNP rs10757278. An improved

understanding of the pathogenesis of cardiovascular

events would be beneficial for the management of car-

diovascular risks in transplant recipients and for the

potential clinical applications of these SNPs.
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V. DISCUSSIÓ 

En aquest apartat es durà a terme una discussió general del contingut d’aquesta tesi. Recull els 

resultats de dos estudis realitzats de forma seqüencial a fi i efecte d’assolir l’objectiu principal 

de la tesi, és a dir, trobar associació entre diferents polimorfismes del gen ANRIL i la 

susceptibilitat de patir un episodi cardiovascular en pacients amb malaltia renal crònica ja 

siguin en hemodiàlisi o bé receptors d’un trasplantament de ronyó.  

D’acord amb la hipòtesi de partida, els pacients amb malaltia renal crònica per se tenen major 

susceptibilitat a patir un episodi cardiovascular al llarg de la seva vida. La mortalitat 

cardiovascular en pacients amb insuficiència renal terminal es troba entre 10 i 30 vegades 

augmentada respecte a la població general i en particular, la població en hemodiàlisi està 

considerada un grup de pacients d’alt risc (138, 139). És cert que una vegada el ronyó del 

malalt ha estat trasplantat, la taxa de mortalitat decau però la mortalitat cardiovascular 

segueix sent la primera causa de mort, generant al voltant del 50 % dels èxitus, seguida dels 

processos infecciosos i les neoplàsies (15, 18). 

A més a més dels factors convencionals que predisposen a patir malaltia cardiovascular, 

estudis d’agregació familiar han demostrat que la genètica té un paper important i cada cop 

més, estan emergint biomarcadors genètics que podrien predir o identificar els pacients de 

major risc (84). 

Ençà l’any 2007, s’han realitzat diferents estudis GWAS que han demostrat diverses 

associacions entre polimorfismes i malaltia cardiovascular (95-98). Una de les regions del 

genoma amb un interès emergent correspon al gen ANRIL, un “Long non-coding RNA” que no 

es tradueix a proteïna i que s’ha identificat com el locus més fortament relacionat amb 

malaltia cardiovascular (96, 98, 140, 141). Hi ha diversos estudis que han demostrat que ANRIL 

està associat amb el risc d’aterosclerosi i arteriosclerosi coronària, malaltia vascular perifèrica i 

altres malalties vasculars (100, 142-144). Tot i que el mecanisme d’acció encara no és conegut, 

s’ha demostrat que ANRIL es troba expressat en cèl·lules que tenen un paper crític en 

l’aterogènesis, influint en l’expressió d’altres gens que sí que es tradueixen, com ara CARD8 

(135).  

Més enllà dels grans estudis d’associació, diferents polimorfismes del gen ANRIL també s’han 

estudiat en cohorts més reduïdes per tal de validar-ne els resultats. Els estudis publicats fins al 

moment estan realitzats majoritàriament en població general sana  (96, 98). Actualment, en el 

camp de la malaltia renal crònica, només l’estudi de Melk et al. (137) ha investigat l’associació 
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entre polimorfismes del gen ANRIL i mortalitat cardiovascular en pacients receptors d’un 

trasplantament de ronyó, mentre que la població en hemodiàlisi no ha estat mai estudiada fins 

ara. 

 

ESTUDI 1: INFLUÈNCIA GENÈTICA SOBRE EL RISC DE PATIR UN EPISODI CARDIOVASCULAR EN 

PACIENTS AMB MALALTIA RENAL CRÒNICA EN HEMODIÀLISI 

Per a la primera part d’aquesta tesi es van incloure 284 pacients amb insuficiència renal 

terminal en hemodiàlisi. És un estudi de seguiment retrospectiu on els pacients es van seguir 

des del dia d’entrada a hemodiàlisi fins l’episodi cardiovascular. 

Es va considerar esdeveniment cardiovascular: angina de pit, infart agut de miocardi o ictus 

isquèmic. No es va tenir en compte la malaltia arterial perifèrica pel seu difícil i subjectiu 

diagnòstic (31). 

 

En base al que estava descrit a la literatura, es van seleccionar els polimorfismes rs10757278, 

rs4977574, rs10757274 i rs6475606 del gen ANRIL (95-98). Els genotips s’agruparen segons si 

eren portadors de l’al·lel protector o homozigots per l’al·lel de risc basant-nos en les 

tendències observades en les diferents corbes de supervivència Kaplan-Meier i en les 

significacions estadístiques obtingudes de les regressions individuals. En el cas dels 

polimorfismes: rs10757278, rs4977574 i rs10757274, com que l’al·lel protector porta una 

adenina a la posició d’estudi, els pacients portadors amb genotips AA o AG es varen comparar 

amb els pacients homozigots per l’al·lel de risc G (genotip GG). Per altra banda, pel 

polimorfisme rs6475606, l’al·lel protector està constituït per una citosina, per tant, els pacients 

portadors amb genotip CC o CT es varen comparar amb els pacients homozigots per l’al·lel de 

risc T (genotip TT). Aquesta classificació, també anomenada a la bibliografia com a model 

recessiu, ha estat descrita en altres estudis (96, 140).  

 

Els resultats obtinguts en el nostre primer article de la tesi doctoral confirmen les dades 

descrites a la literatura dels polimorfismes del gen ANRIL i la seva relació amb malaltia 

cardiovascular (106, 114, 145). La troballa més important del nostre estudi és que aquestes 

conclusions s’han demostrat, per primer cop, en població d’alt risc com és el pacient en 

hemodiàlisi, en la qual l’SNP roman com a important factor de risc cardiovascular 

independentment dels altres factors que es consideren habitualment a la pràctica clínica. Pels 

quatre polimorfismes estudiats (rs10757278, rs4977574, rs10757274 i rs6475606) els 

portadors de l’al·lel protector tenen menor susceptibilitat a patir un episodi cardiovascular 
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durant l’hemodiàlisi respecte als pacients homozigots per a l’al·lel de risc. Els resultats varen 

mostrar una relació significativa entre: rs10757278 (GG) (HR: 2.15 (1.14-4.01), P=0.018), 

rs4977574 (GG) (HR: 1.95 (1.04-3.66), P=0.036) i rs10757274 (GG) (HR: 1.88 (1.00-3.55), 

P=0.050) amb la incidència d’episodis cardiovasculars, mentre que el polimorfisme rs6475606 

(TT) no va arribar a assolir la significació estadística (P=0.092). Per tant, vam poder concloure 

que els pacients homozigots per l’al·lel de risc tenien el doble de susceptibilitat de patir un 

episodi cardiovascular durant l’hemodiàlisi respecte als pacients portadors de l’al·lel protector. 

La magnitud del risc trobada en el nostre estudi és del mateix ordre que la descrita prèviament 

a la bibliografia en pacients sense malaltia renal crònica (96, 140). 

 

Controlar per variables de confusió és molt útil en estudis retrospectius, quan la població en 

estudi pot no estar homogèniament distribuïda respecte a aquestes mateixes variables. És una 

manera d’assegurar la falsa adjudicació d’un efecte a un polimorfisme degut a que una tercera 

variable –la que provoca realment l’efecte– estigui més representada en un genotip que en un 

altre de manera casual. En el present estudi, a més a més dels factors genètics, també s’han 

considerat altres possibles factors de risc de malaltia cardiovascular en pacients en hemodiàlisi 

(146) discutits àmpliament a la introducció d’aquesta tesi doctoral. L’edat a l’inici 

d’hemodiàlisi, el sexe, la hipertensió arterial, la diabetis mellitus i la història d’antecedents de 

malaltia cardiovascular (1, 50, 51). També s’han recollit les dades relatives a la concentració 

d’hemoglobina A1c, com a marcador del control de la concentració de glucosa plasmàtica en 

els pacients diabètics (1); el colesterol, com a marcador de dislipèmia (53, 59); la creatinina o la 

velocitat de filtració glomerular; l’albúmina en sèrum, com a marcador de l’estat nutricional 

del pacient (146); l’hemoglobina en sang i la ferritina en sèrum, com a marcadors d’anèmia 

(146); i per últim, el calci, el fòsfor i la paratirina en sèrum, com a marcadors d’alteracions del 

metabolisme fosfo-càlcic (75). 

 

A les regressions univariants de Cox, les variables de control estadísticament significatives han 

estat: l’edat a l’inici de l’hemodiàlisi, el sexe, la hipertensió, la història d’antecedents de 

malaltia cardiovascular, la diabetis mellitus, el transplantament renal i la concentració 

d’albúmina inicial. 

Cal destacar que les variables edat, història personal d’antecedents de malaltia cardiovascular i 

trasplantament renal estan correlacionades amb la presència de diabetis. L’edat és un 

important contribuïdor a desenvolupar diabetis mellitus tipus 2 i aquesta és una variable de 

comorbiditat i que pot acabar desenvolupant malaltia cardiovascular. A més a més, la diabetis 

en alguns pacients és un factor determinant per a no ser candidats a trasplantament renal 
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(66). Com a conseqüència d’aquests fets, l’única variable de les correlacionades que vàrem 

incloure al model de regressió múltiple va ser la diabetis mellitus perquè considerem que és la 

variable inicial causal tant de la història personal d’antecedents de malaltia cardiovascular com 

del biaix en rebre un trasplantament renal.  

 

En les regressions multivariants de Cox, el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL va mostrar 

associació significativa amb patir un episodi cardiovascular un cop ajustat per les variables de 

control (HR: 1.91 (1.02-3.61), Paj=0.045). Els pacients amb genotip GG tenen un 1.91 vegades 

més risc de patir un episodi cardiovascular durant l’hemodiàlisi respecte als pacients portadors 

de l’al·lel protector A. Aquests resultats estan d’acord amb un treball d’Assimes et al. (114), on 

van trobar una forta associació entre aquest polimorfisme i la malaltia de les artèries 

coronàries, i amb l’estudi de Do R et al. (145) que relacionaren el polimorfisme amb l’infart 

agut de miocardi. 

Els nostres resultats reforcen l’únic estudi realitzat en pacients amb malaltia renal crònica. 

Melk et al. (137) descriuen que els pacients GG tenen el doble de risc de mortalitat 

cardiovascular post trasplantament renal comparant amb el pacients portadors de l’al·lel 

protector A. 

La hipòtesi del mecanisme mitjançant el qual actua aquesta variant genètica es basa en que 

l’al·lel de risc G del polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL interromp un lloc d’unió del factor 

de transcripció STAT1, a la vegada altera els llocs d’unió d’ANRIL amb els factors de 

transcripció PRC1 i PRC2 i provoca canvis en l’expressió de CDKN2A/B que contribueixen al 

desenvolupament i progressió de la resposta inflamatòria (115).  

 

Pel que fa als resultats obtinguts respecte als polimorfismes rs4977574 i rs10757274 del gen 

ANRIL, un cop ajustats per les variables de control, varen perdre la significació estadística 

(Paj=0.11 i Paj=0.17, respectivament). Diferents estudis mostren associació entre els 

polimorfismes rs4977574, rs10757274 i rs6475606 i malaltia cardiovascular. És l’exemple de 

dos estudis que troben associació entre rs4977574 i IAM (119, 120), Foroud et al. (102) que 

troba associació entre rs6475606 del gen ANRIL i aneurismes intracraneals i Ro Do et al. (145) 

que troba associació entre rs10757274 i infart agut de miocardi. Els resultats del nostre treball 

mostren les mateixes tendències. Probablement l’efecte d’aquests SNPs no és tan marcat com 

l’rs10757278 i es necessita un major nombre de pacients per tal que la relació amb els episodis 

cardiovasculars sigui estadísticament significativa a la població de pacients amb MRC en 

hemodiàlisi del present estudi. 
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Relació entre ANRIL i la diabetis mellitus en l’estimació del risc cardiovascular 

L’estudi de la diabetis mellitus té un especial interès ja que és la variable més fortament 

associada amb patir un episodi cardiovascular durant l’hemodiàlisi, segons els hazard ratios i la 

seva significació estadística en els models de regressió multivariant de Cox. Els pacients 

diabètics en hemodiàlisi tenen 6 vegades major risc de desenvolupar un episodi cardiovascular 

respecte als no diabètics. De fet, la diabetis mellitus ha estat reconeguda des dels inicis com el 

factor de major risc d’aterosclerosi degut a la seva complexa contribució en la patogènesi de 

múltiples processos biològics involucrats en aquesta malaltia (147). 

Per aquest motiu, vam voler comprendre millor el paper que podien tenir els polimorfismes 

del gen ANRIL, en concret el rs10757278, en la susceptibilitat a patir un episodi cardiovascular 

en pacients amb diabetis mellitus. Es va estudiar l’estratificació del risc cardiovascular 

d’aquests pacients segons les variables diabetis mellitus i el polimorfisme rs10757278 del gen 

ANRIL. Mitjançant regressió de Cox, es va concloure que el polimorfisme rs10757278 del gen 

ANRIL manté el seu rol i permet categoritzar als pacients segons el seu risc fins i tot dins del 

grup de pacients diabètics. En primer lloc, la diabetis és la variable que més fortament explica 

el risc, però entre els pacients diabètics, els que són homozigots per l’al·lel de risc GG tenen 

major susceptibilitat de patir malaltia cardiovascular durant l’hemodiàlisi, respecte als 

diabètics portadors de l’al·lel protector A. Per tant, l’estratificació de major a menor risc a patir 

un episodi cardiovascular és la següent: pacients homozigots GG i diabètics, pacients portadors 

de l’al·lel protector A i diabètics, pacients homozigots GG i no-diabètics, i per últim, pacients 

portadors de l’al·lel protector A i no-diabètics. D’aquesta manera, ens permet demostrar que 

la variant genètica manté el seu rol en l’estratificació del risc de patir un episodi cardiovascular 

de forma additiva a la diabetis mellitus. Aquests resultats corroboren el treball de Melk et al. 

(137) en pacients trasplantats de ronyó on troben que la diabetis mellitus és una variable 

modificadora de l’efecte dels polimorfismes del gen ANRIL. 

 

Aquest treball és el primer que estudia l’associació entre polimorfismes del gen ANRIL i la 

susceptibilitat de patir un episodi cardiovascular en pacients d’alt risc, com són els malalts en 

tractament renal substitutiu. 

 

Estudi de desequilibri de lligament dels polimorfismes del gen ANRIL en pacients en 

hemodiàlisi 

El segon article d’aquesta tesi (Annex 1) és un treball que completa el primer estudi on es va 

voler comprovar el desequilibri de lligament de les quatre variants genètiques estudiades en la 
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nostra població amb malaltia renal crònica en hemodiàlisi ja que a la literatura Broadbent et al. 

(103) posen de manifest la presència d’un haplotip de risc cardiovascular de 53 Kb en el 

cromosoma 9p21.3 del gen ANRIL en població europea. 

 

Es van genotipar els 284 pacients pels 4 polimorfismes del gen ANRIL: rs10757278, rs4977574, 

rs10757274 i rs6475606. Les freqüències al·lèliques trobades pels 4 polimorfismes estudiats es 

troben en equilibri de Hardy-Weinberg i són comparables amb les descrites a la bibliografia 

(96, 98, 141, 148). L’estudi en la nostra població en hemodiàlisi va mostrar un fort desequilibri 

de lligament entre els 4 polimorfismes (amb r2 entre 0,65 i 0,96 i p<0,0001 per a totes les 

combinacions), és a dir, es va corroborar l’existència d’un haplotip que s’hereta de forma 

conjunta. A més a més, es va identificar el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL com a 

polimorfisme representatiu dels 4 amb l’esdeveniment estudiat, corroborant els resultats 

obtinguts per Helgadottir et al. (95). 

 

ESTUDI 2: INFLUÈNCIA GENÈTICA SOBRE EL RISC DE PATIR UN EPISODI CARDIOVASCULAR EN 

PACIENTS RECEPTORS D’UN TRASPLANTAMENT DE RONYÓ 

El segon estudi d’aquesta tesi doctoral es troba recollit en el tercer article que completa el 

compendi que conforma aquesta tesi.  

La disfunció renal i l’augment del risc cardiovascular són alguns dels factors que tenen un 

impacte negatiu en la supervivència de l’empelt i del pacient a llarg termini, en els receptors 

d’un trasplantament de ronyó. A més a més dels factors tradicionalment coneguts, volíem 

estudiar si els polimorfismes del gen ANRIL mantenien el seu paper explicatiu del risc en el 

desenvolupament de malaltia cardiovascular, ja demostrat per nosaltres mateixos en la 

població en hemodiàlisi. Com ja hem comentat, la gran majoria d’estudis s’han realitzat en 

població general (96, 98) tot i que hi ha un únic estudi liderat per Melk et al. (137) i mencionat 

àmpliament en aquesta tesi que s’ha dut a terme en població receptora d’un trasplantament 

de ronyó.  

 

Al segon apartat d’aquesta tesi, ens vàrem plantejar l’estudi de la susceptibilitat genètica que 

confereix el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL a patir un episodi cardiovascular en 

pacients trasplantats de ronyó. Per aquest segon estudi, es varen incloure 505 pacients 

receptors d’un trasplantament de ronyó entre gener de l’any 2000 i desembre de l’any 2014 a 

l’Hospital Universitari de Bellvitge (Barcelona). És un estudi de seguiment retrospectiu on els 

pacients es van seguir des del dia del trasplantament de ronyó fins l’episodi cardiovascular.  
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De la mateixa manera que en el primer estudi d’aquesta tesi, s’ha considerat esdeveniment 

cardiovascular: angina de pit, infart agut de miocardi o ictus isquèmic. A més a més, també 

s’han estudiat com a endpoints la mortalitat global i la mortalitat cardiovascular. 

 

La incidència d’episodis cardiovasculars en la nostra població d’estudi ha estat del 10 %, 53 

dels 505 pacients van patir un episodi cardiovascular durant l’estudi de seguiment. En concret, 

20 pacients van patir un ictus isquèmic i 33 un infart agut de miocardi. Aquests esdeveniments 

cardiovasculars van debutar, com a mitjana, als 4.5 anys després del trasplantament de ronyó. 

Aquests resultats s’aproximen molt al que hi ha descrit a la bibliografia que cita un 11-12 % 

d’accidents cardiovasculars abans dels tres primers anys post trasplantament (149).  

 

Per fer l’estudi es va seleccionar el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL ja que en la 

primera part d’aquesta tesi doctoral vam concloure que era el polimorfisme més fortament 

associat amb patir un episodi cardiovascular durant l’hemodiàlisi i a més a més, és 

representatiu d’un haplotip de polimorfismes del gen ANRIL que s’hereten de forma conjunta. 

Per tant, un dels nostres objectius en aquesta segona part de la tesi ha estat validar els 

resultats obtinguts en població en hemodiàlisi a població receptora d’un trasplantament de 

ronyó.  

 

Tal i com havíem realitzat en el primer estudi, es va seguir l’agrupament de genotips segons el 

model recessiu: portadors de l’al·lel protector (AA o AG) i homozigots per l’al·lel de risc (GG).  

Els resultats obtinguts en aquest segon estudi varen confirmar i validar els resultats de la 

primera part d’aquesta tesi doctoral i són coherents amb la bibliografia en població general 

(14-16). El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL s’associa de manera estadísticament 

significativa amb patir un episodi cardiovascular en receptors d’un trasplantament de ronyó. 

Les corbes de supervivència Kaplan-Meier pel polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL varen 

mostrar de forma significativa l’associació del genotip GG amb un elevat risc de patir un 

episodi cardiovascular en pacients post trasplantament. Un cop vàrem trobar aquesta 

associació, ens vam plantejar estratificar els episodis cardiovasculars en: ictus isquèmic i infart 

agut de miocardi. Les corbes de supervivència mostraren una major associació entre el 

polimorfisme del gen ANRIL i els ictus isquèmics (P=0.0008) a diferència de l’infart agut de 

miocardi (P=0.048) tot i aquest ser estadísticament significatiu. 

D’altra banda, aquests resultats foren corroborats en els models de regressió univariants de 

Cox. Els homozigots GG pel polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL mostraren major risc de 

patir un episodi cardiovascular (HR: 2.65 (1.54-4.58), P<0.001) que no pas els pacients 
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portadors de l’al·lel protector A (AA o AG) confirmant les troballes descrites a la bibliografia en 

població general (93, 95, 96, 98, 103, 106, 114, 120, 150, 151). A més a més, quan els episodis 

cardiovasculars es varen classificar, es va trobar una major associació entre el polimorfisme i 

ictus isquèmic (HR: 4.09 (1.67-9.99), P=0.002) que no pas amb infart agut de miocardi 

(P=0.053) que no va arribar a assolir la significació estadística. Per tant, els pacients 

homozigots per l’al·lel de risc GG tenen 2.65 vegades major risc de patir un episodi 

cardiovascular, concretament 4.09 vegades major risc de presentar un ictus isquèmic, després 

del trasplantament de ronyó respecte als pacients portadors de l’al·lel protector A (AA o AG).  

Pel que fa a mortalitat global i cardiovascular, no es va trobar cap diferència estadísticament 

significativa entre els pacients homozigots per l’al·lel de risc del polimorfisme rs10757278 del 

gen ANRIL i els portadors de l’al·lel protector. 

 

Tal i com vàrem realitzar en la primera part d’aquesta tesi doctoral, calia estudiar les possibles 

variables de confusió. A part dels factors de risc clàssics de MCV, també es van tenir en compte 

altres factors de risc intrínsecs dels pacients trasplantats de ronyó ja que el propi context clínic 

del trasplantament fa augmentar notablement el risc de malaltia cardiovascular (82, 83, 152). 

Seguint les recomanacions de la bibliografia actual s’han recollit variables de control com el 

sexe, l’edat del receptor i del donant, l’índex de massa corporal com a marcador d’obesitat, la 

hipertensió, el consum de tabac, la història personal d’antecedents de malaltia cardiovascular, 

el filtrat glomerular post trasplantament (62), el perfil lipídic, la proteïnúria, el temps en diàlisi, 

el tipus de diàlisi, el tipus de donant: viu o de cadàver, complicacions del post TR: la necrosi 

tubular aguda i el rebuig clínic agut de l’empelt, entre d’altres.  

Cal destacar la diabetis mellitus de novo post trasplantament (NODAT) ja que el tractament 

immunosupressor, especialment tacrolimus i els esteroides, estan associats amb el 

desenvolupament i debut de la diabetis post TR (153, 154). En el nostre estudi, un 15 % dels 

pacients han debutat amb aquesta malaltia. L’aparició de NODAT acostuma a ser durant els 3-6 

mesos post trasplantament i augmenta el risc de patir episodis cardiovasculars, rebuig de 

l’empelt i disminueix la supervivència del pacient (67, 68). 

 

Les variables que varen resultar estadísticament significatives amb l’esdeveniment d’un 

episodi cardiovascular en els model univariants de Cox foren: l’edat del pacient, l’índex de 

massa corporal, la història personal d’antecedents de malaltia cardiovascular i la diabetis 

mellitus (veure Annex 2: Models de regressió univariants de Cox). Per tal de minimitzar el biaix 

en el model final de regressió multivariant de Cox s’ha ajustat el model amb les variables de 

control citades. En el model de regressió de Cox final es va observar com el polimorfisme 
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rs10757278 del gen ANRIL mantenia l’associació amb els episodis cardiovasculars (HR: 2.93 

(1.69-5.11), Paj<0.0001) d’una forma molt significativa. De la mateixa manera com es va 

observar en les corbes de supervivència i en les regressions univariants de Cox, l’associació 

amb ictus isquèmic va ser més forta (HR: 4.43 (1.81-10.85), Paj=0.001) que en el cas d’infart 

agut de miocardi (HR: 2.27 (1.10-4.67), Paj=0.026). Per tant, els pacients homozigots GG tenien 

4.43 vegades major risc de patir un ictus isquèmic respecte als pacients portadors de l’al·lel 

protector A (AA o AG). Aquests resultats es confirmen en la literatura: meta-anàlisis recents 

(110, 111) mostren que el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL és un factor de risc de 

desenvolupar un ictus isquèmic, en particular, accidents cerebrovasculars de grans vasos en 

població de raça blanca. Els nostres resultats suggereixen que el polimorfisme rs10757278 del 

gen ANRIL té un major efecte sobre la funció de la paret arterial, com per exemple en la 

remodelació i/o reparació vascular, ja que són comuns en la malaltia coronària i en l’ictus 

isquèmic. Tot i així, hi ha estudis on no han trobat associació entre polimorfismes del gen 

ANRIL i l’ictus isquèmic (112, 113). El nostre estudi mostra per primer cop associació entre 

polimorfismes del gen ANRIL i ictus isquèmic en pacients trasplantats de ronyó ja que l’article 

publicat per Melk et al. (137) descriuen l’associació amb mortalitat cardiovascular sense 

discriminar el subtipus d’accident vascular. 

 

Relació entre els polimorfismes dels gens ANRIL i CARD8 

Finalment, per completar el segon estudi, ens vam plantejar aprofundir més en el paper del 

gen ANRIL. Com ja hem citat anteriorment, ANRIL és un gen que es transcriu però que no es 

tradueix a proteïna i que sembla ser que té un paper regulador de l’expressió gènica de 

múltiples gens downstream. Un d’aquests gens és CARD8 tot i que, encara es troba per 

identificar el mecanisme detallat pel qual ANRIL regula l’expressió d’aquest gen. CARD8 és una 

molècula adaptadora que s’uneix a NLRP3 i participa en la formació de l’inflamasoma. Inactiva 

Caspasa-1, disminueix  IL-1β, disminueix NFĸβ, activa l’apoptosi i finalment redueix la resposta 

inflamatòria. 

A la literatura, només trobem un treball que relacioni ANRIL i CARD8, on mostra que cèl·lules 

knockdown pel gen ANRIL tenen una disminució de l’expressió de CARD8 i pel contrari, cèl·lules 

amb una sobreexpressió del gen ANRIL, fan augmentar l’expressió de CARD8 (135). D’altra 

banda, CARD8 és l’únic gen downstream descrit en el qual s’ha observat que la seva expressió 

augmenta a l’artèria caròtida en presència de plaques ateroscleròtiques, per tal de reduir la 

resposta inflamatòria, en comparació amb vasos arterials de donants de teixit (133). Per 
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aquests motius ens vam plantejar estudiar el paper que pot tenir aquest polimorfisme del gen 

CARD8 en els episodis cardiovasculars en la nostra població. 

 

Pel que fa al polimorfisme rs2043211 del gen CARD8, no vàrem trobar resultats significatius 

amb la incidència d’episodis cardiovasculars i tampoc amb la mortalitat. A l’estudi de Paramel 

et al. (133) tampoc varen trobar cap associació entre el polimorfisme i infart agut de miocardi 

en dos cohorts diferents. García-Bermúdez et al. (128), en una cohort amb artritis reumatoïde 

espanyola, tampoc trobaren evidència entre el polimorfisme i els episodis cardiovasculars. I 

per últim, a l’estudi realitzat per Zhou et al. (155) l’any 2016, no varen trobar associació entre 

el polimorfisme de CARD8 i el risc de patir un episodi cardiovascular en població xinesa. En 

canvi, Bai et al. (135) varen poder demostrar associació entre aquest polimorfisme i ictus 

isquèmic en dues poblacions xineses independents però no amb malaltia cardiovascular. 

Els resultats d’aquest treball, tot i no ser estadísticament significatius, mostraren que l’al·lel A 

és el de risc. S’agruparen els genotips segons el model recessiu i de la mateixa manera com ho 

vàrem fer amb els polimorfismes del gen ANRIL: portadors de l’al·lel protector T (TT o AT) i 

homozigots per l’al·lel de risc AA. Llegint la bibliografia s’observa controvèrsia entre el que es 

considera al·lel de risc i el protector per aquest polimorfisme. Estudis inicials mostraren que 

l’homozigosi pel codó stop (TT) reduïa l’expressió de CARD8 funcional perquè es sintetitza un 

proteïna CARD8 truncada i per tant,  la inhibició de la Caspasa-1 i de NFĸβ no és tant efectiva 

provocant un augment de la resposta inflamatòria (127). No obstant, Paramel et al. (133) l’any 

2013 afirmaven que l’al·lel minoritari T està associat amb una menor expressió de CARD8 però 

varen trobar que estava relacionat amb concentracions de proteïna C reactiva i de la proteïna 

MCP-1 menors, que són dues proteïnes de resposta inflamatòria, suggerint que els pacients TT, 

amb baixes concentracions de CARD8, poden no presentar inflamació. De la mateixa manera, 

Bai et al. (135) en el seu estudi troben que l’al·lel minoritari T és el protector i que els pacients 

TT tenen menor risc de patir un ictus isquèmic. A la vegada i en el camp de malalties 

autoimmunes, Roberts et al. (92) mostren que l’al·lel minoritari T és protector front a malaltia 

de Crohn. 

 

Per últim, al no trobar associació entre el polimorfisme rs2043211 del gen CARD8 i els episodis 

cardiovasculars i per tal d’explorar en major profunditat les tendències observades a les corbes 

de supervivència, es va estudiar la sinergia amb el polimorfisme del gen ANRIL rs10757278. Els 

pacients s’agruparen per portadors dels 4 al·lels de risc (ANRIL GG i CARD8 AA) front a la resta 

de genotips. Els pacients portadors d’aquests 4 al·lels de risc tenien 2.30 vegades major risc de 
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patir un episodi cardiovascular (HR: 2.30 (1.20-4.41), P=0.012). En concret, 3.04 vegades major 

risc de patir un ictus isquèmic que la resta de pacients portadors de qualsevol dels altres 

genotips (HR: 3.04 (1.17-7.91), P=0.023). Per contra, l’al·lel protector T del polimorfisme del 

CARD8 contrarestava l’efecte de l’al·lel de risc cardiovascular del polimorfisme del gen ANRIL. 

Per tant, podem concloure que el polimorfisme rs2043211 del gen CARD8 manté l’efecte que 

té el polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL independentment i que per tant, semblaria que 

CARD8 podria tenir algun paper en el mecanisme d’acció del polimorfisme rs10757278 del gen 

ANRIL. Aquesta troballa està recolzada pel treball realitzat per Bai et al. (135) on proposen que 

ANRIL actua com a un important modulador de l’expressió de gens downstream, com és 

CARD8 tot i que el mecanisme detallat encara manca per identificar.  

Aquest és el primer estudi publicat on es combinen polimorfismes del gen ANRIL i del gen 

CARD8 en pacients trasplantats de ronyó. Veient la importància potencial que pot tenir l’estudi 

d’aquest polimorfisme a la pràctica clínica diària, és necessari avançar en la investigació bàsica 

per tal de descobrir els mecanismes reguladors d’aquesta via transcripcional i el seu rol 

molecular amb l’ateroesclerosi. 

 

Com a conclusions d’aquest segon estudi de la tesi podem afirmar que el polimorfisme 

rs10757278 del gen ANRIL s’associa amb la presència d’episodis cardiovasculars, 

particularment, amb ictus isquèmics en pacients receptors d’un trasplantament renal. Aquest 

polimorfisme es podria utilitzar com a possible biomarcador per tal d’identificar i poder 

estratificar els pacients trasplantats segons el seu risc de patir un episodi cardiovascular, 

conjuntament amb els altres factors de risc. Aquests pacients representen un grup d’elevat risc 

cardiovascular i cal que estiguin identificats, controlats per tal de poder beneficiar-se de 

tractaments més intensius d’antiplaquetars i/o estatines. Tot i així, calen més estudis per 

demostrar que aquest major control i aquestes majors intervencions poden reduir el risc de 

presentar un episodi cardiovascular en aquests pacients homozigots per l’al·lel de risc del 

polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL. Una millora del coneixement de la patogènesis dels 

episodis cardiovasculars ajudaria a millorar el maneig dels pacients trasplantats amb major risc 

cardiovascular i la potencial aplicació clínica del polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL. 
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VI. CONCLUSIONS 

Estudi 1: Influència genètica sobre el risc de patir un episodi cardiovascular en pacients amb 

malaltia renal crònica en hemodiàlisi 

1. Els pacients homozigots per l’al·lel de risc (GG) dels polimorfismes rs10757278, 

rs4977574 i rs10757274 del gen ANRIL tenen el doble de susceptibilitat de patir un 

episodi cardiovascular en hemodiàlisi que els portadors de l’al·lel protector. 

 

2. El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL manté la seva associació amb la incidència 

d’episodis cardiovasculars en hemodiàlisi després de l’ajustament per les variables de 

control també relacionades amb malaltia cardiovascular en el models univariants (HR: 

1.91 (1.02-3.61), Paj=0.045). 

 

3. El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL permet estratificar els pacients diabètics 

segons el grau de risc de patir un episodi cardiovascular. 

 

Estudi de desequilibri de lligament dels polimorfismes del gen ANRIL en pacients en 

hemodiàlisi 

4. Existeix un fort desequilibri de lligament entre els polimorfismes rs10757278, 

rs4977574, rs10757274 i rs6475606 del gen ANRIL en la nostra població en 

hemodiàlisi. 

 

5. El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL es pot utilitzar com a polimorfisme 

representatiu dels quatre estudiats. 

 

Estudi 2: Influència genètica sobre el risc de patir un episodi cardiovascular en pacients 

receptors d’un trasplantament de ronyó 

6. Els pacients homozigots per l’al·lel de risc (GG) del polimorfisme rs10757278 del gen 

ANRIL tenen 2.93 vegades major risc de patir un episodi cardiovascular i 4.09 vegades 

major risc de patir un ictus isquèmic en receptors d’un trasplantament de ronyó, 

respecte als portadors de l’al·lel protector. 
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7. L’associació més forta del polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL és amb ictus 

isquèmic en pacients trasplantats de ronyó després de l’ajustament per les variables 

de control també associades amb malaltia cardiovascular en el models univariants (HR: 

4.43 (1.81-10.85), Paj=0.001) 

 

8. El polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL no mostra associació amb mortalitat global 

o cardiovascular en pacients trasplantats. 

 

9. El polimorfisme rs2043211 del gen CARD8 no mostra associacions significatives amb 

patir un episodi cardiovascular o amb mortalitat en receptors d’un trasplantament de 

ronyó. 

 

10. Els pacients portadors dels quatre polimorfismes de risc (GG ANRIL + AA CARD8) 

presenten 2.30 vegades major de risc de patir un episodi cardiovascular (HR: 2.30 

(1.20-4.41), P=0.012) i 3.04 vegades major risc de patir un ictus isquèmic que la resta 

de pacients portadors de qualsevol dels altres genotips (HR: 3.04 (1.17-7.91), P=0.023).  

 

11. L’estudi de la sinergia dels polimorfismes dels gens CARD8 i ANRIL mostra com l’efecte 

independent del polimorfisme rs10757278 del gen ANRIL es manté, demostrant que 

CARD8 podria tenir algun paper en el mecanisme d’acció del polimorfisme rs10757278 

del gen ANRIL. 
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a b s t r a c t

A long non-coding RNA called ANRIL located on chromosome
9p21.3 has been identified as a novel genetic factor associated with
cardiovascular disease. Investigation of several single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of Noncoding Antisense RNA in the INK4
Locus (ANRIL) gene are of particular interest. This article reports
data related to the research article entitled: “Association of ANRIL
gene polymorphisms with major adverse cardiovascular events in
hemodialysis patients” (Arbiol-Roca et al. [1]). Data presented
show the genotypic distribution of four selected ANRIL SNPs:
rs10757278, rs4977574, rs10757274 and rs6475606 in a cohort
constituted by 284 hemodialysis patients. This article analyzes the
Hardy-Weinberg disequilibrium of each studied SNP, and the
linkage disequilibrium between them.
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Specifications Table

Subject area Genetics

More specific
subject area

Molecular genetics, hemodialysis research

Type of data Tables and figure
How data was
acquired

7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems (ThermoFisher,
USA)), SDS 2.3 software (Applied Biosystems, ThermoFisher, USA), STATA 12.0
software and Haploview software (Broad Institute, USA)

Data format Analyzed
Experimental
factors

Genomic DNA was extracted from whole blood samples

Experimental
features

Genotyping of four SNPs was carried out using real time PCR with TaqMan
validated probes (Foster City, CA)

Data source
location

Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain

Data accessibility The data is available within this article

Value of the data

� This dataset provides several ANRIL SNPs frequencies in an hemodialysis cohort of patients.
� The selected SNPs rs10757278, rs4977574, rs10757274 and rs6475606 follow the Hardy-Weinberg

equilibrium and are in linkage disequilibrium.
� rs10757278 ANRIL SNP can be a representative SNP of a strong linkage disequilibrium block that

showed significant genotypic association with major adverse cardiovascular events in patients on
hemodialysis [1].

� Our data can provide some insight into ANRIL haplotype patterns.

1. Data

Table 1 describes genotypic frequencies regarding several ANRIL SNPs in an hemodialysis cohort of
patients together with the corresponding Hardy-Weinberg p-values.

Table 2 summarizes the main statistical parameters in the linkage disequilibrium analysis and
Fig. 1 illustrates the Haploview linkage disequilibrium plot.

2. Experimental design, materials and methods

2.1. Sample collection and genomic DNA extraction

This research was designed to be an observational follow-up study. Two hundred and eighty four
chronic kidney patients that started on hemodialysis were collected from Bellvitge University Hos-
pital. The study protocol was approved by the local Ethics Committee and informed written consent
was obtained from all recruited subjects. Genomic DNA was extracted from peripheral blood of
patients using the Wizard

s

Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Sydney, Australia)
and was stored at �80 °C until analysis

2.2. DNA genotyping

Genotyping of the SNPs (rs10757278, rs4977574, rs10757274 and rs6475606) was carried out with
real-time PCR using TaqMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in
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Table 2
Linkage disequilibrium of investigated SNPs.

SNP1 SNP2 D’ r2 P

rs10757278 rs4977574 0,94 0,82 o0,0001
rs10757278 rs10757274 0,91 0,79 o0,0001
rs10757278 rs6475606 0,89 0,65 o0,0001
rs4977574 rs10757274 0,99 0,96 o0,0001
rs4977574 rs6475606 0,96 0,79 o0,0001
rs10757274 rs6475606 0,96 0,79 o0,0001

SNP: single nucleotide polymorphism, D’ coefficient of linkage disequilibrium normalized, r2 correlation coefficient, P value
pairwise comparison test.

Fig. 1. Linkage disequilibrium plot generated by Haploview software showing r2 values within diamonds for selected ANRIL
SNPs examined in hemodialysis patients. Significant combined P values are highlighted in dark grey.

Table 1
Genotype distributions of the polymorphisms (%) and P Hardy-Weinberg disequilibrium test.

P Hardy-Weinberg

rs10757278 A/G
AA AG GG
23 53 24 0.64

rs4977574 A/G
AA AG GG
24 48 28 0.85

rs10757274 A/G
AA AG GG
24 49 27 0.98

rs6475606 C/T
CC CT TT
20 49 31 0.97

P value for Fisher's exact test (Hardy-Weinberg disequilibrium test).
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384-well plates that included positive and negative controls. TaqMan PCR and genotyping analyses
were carried out on the 7900HT Fast Real-time PCR System, Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific), according to the manufacturer's instructions. The SDS 2.3 software (Applied Biosystems,
ThermoFisher, USA) was used for allelic discrimination.

Allele frequency distribution was tested for Hardy-Weinberg equilibrium (Table 1) using P value of
the Fisher's exact test:

Haploview software was used to verify the linkage disequilibrium pattern and for deducing the
haplotype [2] (Table 2 and Fig. 1).
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ANNEX 2 

 

  

Models de regressió univariants de Cox d’episodis cardiovasculars en pacients trasplantats 

 HR (95 % IC) P 

ANRIL rs10757278 (GG) 
CARD8 rs2043211 (AA) 
Sexe receptor (home vs dona) 
Edat receptor (anys) 
IMC (kg/m2) 
Hipertensió (0: no; 1: sí) 
Tabaquisme (0: no; 1: sí) 
Temps en diàlisi (years) 
Diàlisi (0: no; 1: sí) 
Malaltia cardiovascular pre TR (0: no; 1: sí) 
Sexe donant (home) 
Edat donant (anys) 
DD/LD 
HLA-AB mismatches 
HLA-DR mismatches 
Temps isquèmia freda (min) 
Necrosi tubular aguda (0: no; 1: sí) 
Rebuig agut (0: no; 1: sí) 
Colesterol (mmol/L) 
VFG CKD-EPI als 3 mesos (mL/min/1.73 m2) 
Proteïnúria 1r any (g/L) 
Diabetis Mellitus (0: no; 1: sí) 

2.65 
1.32 
0.85 
1.06 
1.10 
0.99 
1.01 
1.07 
0.36 
6.53 
0.85 
1.01 
0.59 
1.00 
1.43 
1.01 
0.79 
0.89 
0.97 
0.98 
1.06 
2.97 

 (1.54-4.58) 
(0.76-2.30) 
(0.47-1.53) 
(1.03-1.09) 
(1.03-1.17) 
(0.50-1.96) 
(0.67-1.51) 
 (1.00-1.15) 
(0.13-1.02) 
(3.55-12.0) 
(0.47-1.51) 
(1.00-1.03) 
(0.26-1.35) 
(0.76-1.32) 
(0.89-2.30) 
(0.97-1.05) 
 (0.39-1.58) 
(0.43-1.85) 
(0.74-1.28) 
 (0.97-1.00) 
(0.87-1.29) 
(1.69-5.24) 

 <0.0001 
0.326 
0.596 

<0.0001 
0.004 
0.978 
0.981 
0.061 
0.055 

<0.0001 
0.574 
0.136 
0.209 
0.987 
0.139 
0.591 
0.502 
0.748 
0.850 
0.022 
0.581 

<0.0001 

 
 
 

El SNP ha estat introduït en el model com homozigot per l’al·lel de risc (GG) i comparat amb els portadors de l’al·lel protector (AA o AG). Valors 

de P estadísticament significatius es troben en negreta.  

DD, donant mort; HLA, Human Leukocyte Antigen; HR, hazard ratio; IC, interval de confiança; IMC, índex massa corporal;  LD, donant viu; TR, 

trasplantament de ronyó; VFG, velocitat filtrat glomerular;  . 
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